Activation de la voie oncogénique mTOR par les formes mutées de l'isocitrate déshydrogénase 1/2 retrouvées chez les gliomes by Carbonneau, Mélissa
 
 
Université de Montréal 
 
 
Activation de la voie oncogénique mTOR par les formes 









Département de biochimie et médecine moléculaire 




Mémoire présenté à la Faculté de Médecine 
en vue de l’obtention du grade de Maîtrise ès sciences (M.Sc.) 
en biochimie 











Une des caractéristiques principales des cellules cancéreuses est la reprogrammation de 
leur métabolisme énergétique. Des mutations d’enzymes impliquées dans différentes voies 
métaboliques sont récurrentes chez plusieurs tumeurs, contribuant ainsi à la dérégulation de 
ces cellules et à l’oncogénèse. C’est  le cas de l’isocitrate déshydrogénase 1 (IDH1) et 2 
(IDH2), responsables de la conversion de l’isocitrate en α-kétoglutarate dans le cycle de 
l’acide citrique. Ces enzymes sont fréquemment mutées chez les gliomes, acquérant ainsi la 
capacité de convertir l’α-kétoglutarate en 2-hydroxyglutarate (2HG), un oncométabolite 
inhibant les oxygénases α-kétoglutarate dépendantes parmi lesquelles figure notamment 
KDM4A, une déméthylase de lysines. À la recherche de nouvelles voies oncogéniques 
potentiellement régulées par les formes mutées de IDH1/2, nous avons initialement observé 
que les mutations de ces deux enzymes et de PTEN, un régulateur négatif de la voie mTOR, 
étaient mutuellement exclusives chez les gliomes. Ceci suggère que les mutations de IDH1/2 
reproduiraient certains effets engendrés par les mutations de PTEN, créant ainsi un 
environnement oncogénique similaire. Nous avons observé que les formes mutées de IDH1/2 
stimulent l’activation de mTOR grâce à la production et l’accumulation de 2HG. Cette 
activation repose en partie sur l’inhibition de KDM4A par cet oncométabolite. KDM4A est 
impliqué dans la stabilisation de DEPTOR, un inhibiteur de mTOR. Ainsi, l’inhibition de 
KDM4A par le 2HG entraîne la déstabilisation de DEPTOR et, par conséquent, l’activation de 
mTOR. Nos travaux ont donc permis l’identification d’un nouveau mécanisme oncogénique 
régulé par les formes mutées de IDH1/2 retrouvées chez les gliomes, soit l’activation de  
mTOR. 
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One hallmark of cancer cells is the reprogramming of their energy metabolism. Tumors 
often have mutations in the enzymes regulating the different metabolic pathways, which 
contribute to dysregulation of the cells and oncogenesis. Among these enzymes is the 
isocitrate deshydrogenase 1 (IDH1) and 2 (IDH2), converting isocitrate to α-ketoglutarate in 
the citric acid cycle. They are frequently mutated in gliomas, which alters their function. In 
fact, once mutated, IDH1/2 acquire the capacity to convert α-ketoglutarate to 2-
hydroxyglutarate (2HG), an oncometabolite inhibiting α-ketoglutarate dependant enzyme such 
as KDM4A, a lysine demethylase. Looking towards new oncogenic pathways potentially 
regulated by mutations of IDH1/2, we first observed that these mutations and mutations in 
PTEN, which is a negative regulator of the mTOR signaling pathway, are mutually exclusive 
in gliomas. This suggests that mutations of these enzymes could mimic some effects of PTEN 
mutations and thus create a similar oncogenic environment. We found  that IDH1/2 mutations 
could activate the mTOR pathway through 2HG production and accumulation. This activation 
relies in part on KDM4A inhibition by the oncometabolite. KDM4A is involved in stabilizing 
DEPTOR, an mTOR inhibitor. Thus, KDM4A inhibition by 2HG leads to DEPTOR 
destabilisation, resulting in mTOR activation. Overall, this work defines mTOR activation as a 
new mechanism regulated by IDH1/2 mutations in gliomas. 
Keywords : Isocitrate dehydrogenase, 2-hydroxyglutarate, KDM4A, mTOR, DEPTOR, 
gliomas, glioblastomas, cancer, oncogene, metabolism 
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Chapitre 1: Introduction 
1. Altération du métabolisme chez les gliomes 
Les gliomes constituent environ 70% des tumeurs du cerveau (Ohgaki, 2009). Ce sont 
des tumeurs dérivées d’astrocytes et/ou d’oligodendrocytes qui sont classifiées en quatre 
grades selon la classification établie par l’Organisation Mondiale de la Santé (WHO) (Tableau 
I). Les gliomes de grade I sont généralement bénins alors que les gliomes de grade II et III ont 
pour leur part tendance à évoluer vers des gliomes de grade IV, qui sont quant à eux les 
gliomes les plus malins et qui présentent un très mauvais pronostique. Parmi les gliomes de 
grade IV, on retrouve notamment les glioblastomes primaires et secondaires. Bien qu’aucune 
différence ne soit histologiquement observable entre ces deux types de glioblastomes, 
différentes mutations sont favorisées lors du processus de carcinogénèse (Figure 1.1) (Ohgaki 
et al., 2004). 
Tableau I. Classification des gliomes 
 
Tiré de Dang L. et al, Trends in Molecular Medecine, 2010, 16(9) :387-97 
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Les glioblastomes primaires ne sont précédés d’aucun signe de gliomes de grade inférieur 
alors que les glioblastomes secondaires proviennent généralement de gliomes de grade II ou 
III ayant évolué (Dang et al., 2010).  
 
Tiré de Ohgaki H. et al, Cancer Research, 2004, 64(19) :6892-9 
Figure 1.1. Évolution des glioblastomes 
Les amplifications de EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) de même que les mutations 
de PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) sont plus fréquemment observées chez les 
glioblastomes primaires que secondaires alors que les mutations de TP53 sont pour leur part 
plus fréquentes chez les glioblastomes secondaires (Ohgaki et al., 2004). En ce qui concerne 
les mutations de l’isocitrate déshydrogénase 1 (IDH1) et 2 (IDH2), elles sont pour leur part 
retrouvées chez 5% des glioblastomes primaires et 83% des glioblastomes secondaires 
(Schaap et al., 2013). 
Les mutations permettant la carcinogénèse varient d’une tumeur à une autre. Ces 
mutations ont pour effet de favoriser la croissance délibérée des cellules tumorales tout en les 
protégeant de l’apoptose indépendamment des signaux contrôlant normalement ces processus 
(Hanahan and Weinberg, 2000). Les mutations acquises par les cellules cancéreuses leur 
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permettent également de promouvoir l’angiogénèse et d’induire les phénomènes d’invasion et 
de métastase (Hanahan and Weinberg, 2000). Une autre caractéristique principale des cellules 
tumorales est la reprogrammation de leur métabolisme énergétique (Hanahan and Weinberg, 
2011).  Malgré le fait que cette dernière caractéristique fut mise en évidence par Otto Warburg 
il y a environ six décennies (Warburg, 1956), ce n’est que récemment que de nombreuses 
études ont commencé à caractériser ce phénomène. Otto Warburg avait initialement observé 
que, bien que la présence d’oxygène favorise normalement l’utilisation du cycle de l’acide 
citrique chez les cellules saines, les cellules cancéreuses favorisaient pour leur part la 
glycolyse aérobique à la phosphorylation oxydative (Warburg, 1956). Ce phénomène, connu 
sous le nom de ‹‹effet Warburg››, était initialement considéré comme une conséquence 
résultant de la carcinogénèse. Or, l’identification de mutations au niveau d’enzymes 
impliquées dans le cycle de l’acide citrique a permis de remettre en perspective la contribution 
de l’altération du métabolisme au mécanisme de carcinogénèse.  
1.1. Mutations d’enzymes du cycle de l’acide citrique chez les cellules 
cancéreuses 
Parmi les enzymes du cycle de l’acide citrique fréquemment mutées chez les cellules 
cancéreuses on retrouve notamment la succinate déshydrogénase, la fumarase et l’isocitrate 
déshydrogénase (Figure 1.2) (Tomlinson et al., 2002, Gimm et al., 2000, Baysal et al., 2002, 
Parsons et al., 2008). Les mutations de la fumarase prédisposent notamment aux léiomyomes 
utérins et cutanés de même qu’au cancer rénal (Tomlinson et al., 2002). Les mutations de la 
succinate déshydrogénase ont pour leur part été observées chez les paragangliomes retrouvés 
au niveau de la tête et du cou de même que chez les phéochromocytomes (Baysal et al., 2002, 




Figure 1.2. Cycle de l’acide citrique 
L’acétyl-CoA utilisé pour le cycle de l’acide citrique, qui permet la production d’ATP, 
provient de la décarboxylation du pyruvate par la pyruvate déshydrogénase (Patel and 
Korotchkina, 2006). Cependant, les cellules tumorales n’utilisent pratiquement pas ce 
mécanisme de production d’ATP, favorisant plutôt la glycolyse comme principale source 
d’énergie (Warburg, 1956).  
Les mutations de IDH1 sont quant à elles retrouvées  chez environ 80% des gliomes de 
grade 2 et 3 et des glioblastomes multiformes secondaires (Tableau II) (Balss et al., 2008, 
Bleeker et al., 2009, Hartmann et al., 2009, Kang et al., 2009, Sanson et al., 2009, Watanabe et 
al., 2009, Yan et al., 2009). Des mutations au niveau de IDH2 surviennent également chez les 
gliomes, mais moins fréquemment que celles de IDH1 (Hartmann et al., 2009, Yan et al., 






Tableau II. Fréquence des mutations de IDH1 chez différents types de gliomes. 
 
Tiré de Williams S.C., Nature Medecine, 2013, 19(5) :514 
Les mutations de IDH1 sont rares chez les glioblastomes primaires de même que chez les 
glioblastomes pédiatriques (Williams, 2013). 
Les mutations de IDH1/2 sont également présentes chez d’autres types de néoplasies. 
En effet, ces mutations sont retrouvées chez 15-30% des leucémies myéloïdes aiguёs (Mardis 
et al., 2009, Marcucci et al., 2010, Paschka et al., 2010, Wagner et al., 2010, Ward et al., 
2010), 56% des chondrosarcomes (Amary et al., 2011), 87% des enchondromes, 70% des 
hémangiomes (Pansuriya et al., 2011) et 22-28% des cholangiocarcinomes d’origine 
intrahépatique (Borger et al., 2012, Kipp et al., 2012). Les mutations de IDH1/2 sont 
également retrouvées moins fréquemment chez les cancers colorectaux (Sjoblom et al., 2006), 
les carcinomes de la prostate de même que les leucémies aiguës lymphoblastiques B (Kang et 
al., 2009). 
1.2. Mutations de l’isocitrate déshydrogénase 
Dans le cycle de l’acide citrique, l’isocitrate déshydrogénase est responsable de la 
décarboxylation de l’isocitrate en α-kétoglutarate (Henderson, 1968, Jennings et al., 1994). On 
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retrouve trois isoformes d’isocitrate déshydrogénase, soit IDH1, IDH2 et IDH3. Alors que 
IDH2 et IDH3 sont retrouvées au niveau des mitochondries, IDH1 est pour sa part localisé 
dans le cytosol (Yamamoto, 1969). IDH1 et IDH2 fonctionnent sous forme d’homodimères et 
requièrent du NADP+ afin de catalyser la conversion d’isocitrate en α-kétoglutarate alors que 
IDH3 fonctionne plutôt sous forme d’hétérotétramère et requiert du NAD+ (Yamamoto, 
1969). Les mutations de ces enzymes chez les cellules cancéreuses surviennent toujours au 
niveau des mêmes acides aminés, soit l’arginine 132 pour IDH1 et les arginines 140 ou 172 
pour IDH2 (Figure 1.3) (Parsons et al., 2008, Yan et al., 2009, Ward et al., 2010). L’arginine 
132 de IDH1 et l’arginine 172 de IDH2 sont en fait les deux seuls acides aminés permettant la 
formation de trois liens hydrogène avec l’isocitrate, contrairement aux autres acides aminés 
responsables de la liaison de l’isocitrate qui ne forment que 2 liens hydrogène ou moins (Zhao 
et al., 2009). En ce qui concerne les arginines 100 de IDH1 et 140 de IDH2, elles permettent 
de stabiliser le groupement β-carboxyl de l’isocitrate (Ward et al., 2012). Ces mutations 
entraînent une modification fonctionnelle de IDH1/2, puisque ces enzymes sont alors 
incapables de lier l’isocitrate, ne pouvant ainsi plus convertir l’isocitrate en α-kétoglutarate 
(Zhao et al., 2009). Cependant, on retrouve toujours une copie de IDH1/2 de type sauvage 
chez les cellules cancéreuses, car les mutations de IDH1/2 sont généralement hétérozygotes 
(Ward et al., 2010).  
 
Tiré de Ward S.P. et al, Cancer Cell, 2010, 17(3) :225-34 
Figure 1.3. Structure de IDH1/2  
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Au niveau structural, l’arginine 132 de IDH1 est équivalente à l’arginine 172 de IDH2 alors 
que l’arginine 100 de IDH1 est équivalente à l’arginine 140 de IDH2 (Ward et al., 2010).  
1.2.1. Altération des ratios de NADP+/NADPH 
L’augmentation des niveaux de ROS (Reactive Oxygen Species) peut endommager 
l’ADN et ainsi promouvoir l’acquisition de mutations (Wiseman and Halliwell, 1996). C’est 
pourquoi on retrouve de nombreux antioxydants chez les cellules, dont le plus abondant est le 
glutathione (GSH) (Meister, 1983). La réduction du glutathione disulfide (GSSG) en GSH par 
la glutathione réductase requiert du NADPH (Rall and Lehninger, 1952). En plus d’être 
nécessaire à la réduction du GSSG (Koehler and Van Noorden, 2003), le NADPH est requis 
pour la réduction des thiorédoxines (Holmgren and Lu, 2010) et est impliqué dans la 
formation de tétramères catalases actifs (Salvemini et al., 1999) de même que dans l’activité 
du cytochrome P450 (Koehler and Van Noorden, 2003, Van Noorden and Butcher, 1986). Or, 
chez les cellules cancéreuses présentant une mutation de IDH1/2, les niveaux intracellulaires 
de NADPH sont diminués (Oizel et al., 2015). En effet, chez ces cellules, une réaction inverse 
est catalysée, convertissant le NADPH en NADP+ (Figure 1.4) (Dang et al., 2009). Ainsi, non 
seulement les formes mutées de IDH1/2 cessent la production de NADPH, mais elles 
consomment le NADPH pouvant encore être généré par les formes sauvages de IDH1/2. Les 
niveaux intracellulaires de NADPH se trouvent donc considérablement diminués chez ces 
cellules, entraînant notamment une résistance à l’apoptose normalement induite par 
l’étoposide (ETO) (Oizel et al., 2015).  
L’ETO est un inhibiteur de la topoisomérase-II utilisé pour le traitement de divers 
types de tumeurs (Hande, 1998). Le métabolisme de l’ETO implique l’enzyme cytochrome 
P450 réductase, qui utilise du NADPH comme cofacteur et qui requiert une mitochondrie 
fonctionnelle (Kulawiec et al., 2009). Ainsi, la diminution des ratios de NADPH de même que 
l’altération du métabolisme confèrent aux cellules possédant une mutation de IDH1/2 une 
résistance à l’apoptose normalement induite par l’ETO (Oizel et al., 2015, Grassian et al., 
2014). La présence d’une mutation de IDH1/2 permet donc de prédire la réponse d’un patient 




Figure 1.4. Mutations IDH1/2 
Les mutations de IDH1/2 étant généralement hétérozygotes, les réactions catalysées par les 
formes sauvages et mutées de IDH1/2 ont lieu au sein des mêmes cellules (Ward et al., 2010). 
1.2.2. Production de 2-hydroxyglutarate 
Les mutations de IDH1 et IDH2 entraînent un gain de fonction. En effet, bien 
qu'incapables de convertir l’isocitrate en α-kétoglutarate, ces enzymes acquièrent la capacité 
de catalyser la formation de 2-hydroxyglutarate (2HG) à partir d’α-kétoglutarate (Figure 4) 
(Dang et al., 2009). Ainsi, chez les gliomes possédant une mutation de IDH1/2, on observe 
une accumulation de 2HG (Dang et al., 2009). Un allèle encodant la forme sauvage de IDH1/2 
est nécessaire à la production de 2HG puisque les niveaux de 2HG chutent drastiquement 
lorsqu’il y a mutation au niveau des deux allèles encodant IDH1/2 (Jin et al., 2013). Le 2HG 
est en mesure de lier les oxygénases α-kétoglutarate-dépendantes et de les inhiber (Figure 1.5) 
(Chowdhury et al., 2011). Il existe deux énantiomères de 2HG (D-2HG et L-2HG) et seul le 
D-2HG est généré par les formes mutées de IDH1/2 (Dang et al., 2009).  
 
Figure 1.5. Structures de l’α-kétoglutarate et du 2-hydroxyglutarate 
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La similarité entre l’α-kétoglutarate et le 2HG permet d’expliquer que le 2HG soit en mesure 
de lier les oxygénases α-kétoglutarate-dépendantes (Chowdhury et al., 2011). 
Le 2HG n’est cependant pas retrouvé uniquement chez les cellules présentant une 
mutation de IDH1/2. En effet, la conversion de GHB (γ-hydroxybutyrate) en SSA (succinic 
semialdehyde) par la transhydrogénase hydroxyacide-oxoacide (HOT) est couplée à la 
conversion de l’α-kétoglutarate en D-2HG (Struys et al., 2005). Pour ce qui est du L-2HG, la 
conversion du L-malate en oxaloacétate catalysée par la L-malate déshydrogénase au niveau 
du cycle de l’acide citrique est couplée à la conversion de l’α-kétoglutarate en L-2HG (Rzem 
et al., 2007). Afin d’éviter que le 2HG ainsi généré ne s’accumule, le D-2HG et le L-2HG sont 
reconvertis en α-kétoglutarate par la D-2-hydroxyglutarate déshydrogénase (D2HGDH) et la 
L-2-hydroxyglutarate déshydrogénase (L2HGDH) respectivement (Achouri et al., 2004, Rzem 
et al., 2004, Topcu et al., 2004). Des mutations au niveau de ces enzymes peuvent entraîner 
une acidurie 2-hydroxyglutarique. On retrouve trois types d’aciduries 2-hydroxyglutariques 
classées selon le métabolite produit, soit l’acidurie L-2-hydroxyglutarique (L-2-HGA) (Duran 
et al., 1980), l’acidurie D-2-hydroxyglutarique (D-2-HGA) (Chalmers et al., 1980) de même 
que l’acidurie combinée D,L-2-hydroxyglutarique (D,L-2-HGA) (Muntau et al., 2000).  
Chez les cellules cancéreuses possédant une mutation de IDH2, la surexpression de la 
D2HGDH permet d’éliminer le 2HG normalement accumulé (Ma et al., 2015). En revanche, 
chez les cellules tumorales présentant une mutation de IDH1, la surexpression de la D2HGDH 
permet de réduire les niveaux de 2HG sans toutefois être en mesure d’éliminer complètement 
cet oncométabolite (Ma et al., 2015). La D2HGDH étant retrouvée au niveau de la 
mitochondrie, il est possible qu’elle soit plus efficace dans les cas où IDH2 est muté puisque, 
cette enzyme étant mitochondriale, le 2HG est généré dans la mitochondrie, étant ainsi plus 
facilement accessible pour la D2HGDH (Ma et al., 2015). Dans les deux cas, la surexpression 
de la D2HGDH permet de restaurer l’activité des différentes oxygénases α-kétoglutarate-





1.2.2.1. Régulation de HIF-1α 
L’accumulation de 2HG générée par les formes mutées de IDH1/2 affecte 
l’angiogénèse via HIF-1α (Hypoxia Inductible Factor 1α). En conditions d’hypoxie, la 
stabilisation de HIF-1α permet à ce dernier de former un hétérodimère avec HIF-1β et d’ainsi 
pouvoir agir en tant que facteur de transcription. L’hétérodimère ainsi formé active la 
transcription de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), permettant ainsi l’initiation du 
processus d’angiogénèse (Forsythe et al., 1996, Jiang et al., 1996, Wang et al., 1995). Parmi 
les oxygénases α-kétoglutarate-dépendantes dont l’activité est modulée par le 2HG on retrouve 
notamment PHD (Prolyl Hydroxylase), qui est responsable de l’hydroxylation de HIF-1α 
(Zhao et al., 2009, Koivunen et al., 2012). Cette hydroxylation entraîne l’ubiquitination de 
HIF-1α et, par conséquent, sa dégradation protéolytique (Epstein et al., 2001, Huang et al., 
1998, Salceda and Caro, 1997, Sutter et al., 2000). Ainsi, l’inhibition de PHD par le 2HG 
généré par les formes mutées de IDH1/2 permet de stabiliser HIF-1α (Zhao et al., 2009). 
Cependant, PHD est en mesure d’utiliser le 2HG comme co-substrat, diminuant ainsi l’activité 
de HIF-1α chez les cellules possédant une mutation de IDH1/2 (Koivunen et al., 2012). Une 
observation permettant d’expliquer en partie ces deux résultats contradictoires à première vue 
est que l’élévation des niveaux de HIF-1α est généralement restreinte à certaines régions de 
nécrose associées à des conditions d’hypoxie (Williams et al., 2011). Ainsi, l’activation de 
HIF-1α demeurerait associée à l’hypoxie chez les cellules possédant une mutation de IDH1/2, 
mais la ‹‹dose-réponse›› serait modifiée par la présence de 2HG (Koivunen et al., 2012). 
1.2.2.2. Inhibition de la famille TET méthylcytosine déoxygénase 
La méthylation de l’ADN permet de réguler de nombreux processus biologiques parmi 
lesquels figurent notamment l’inactivation du chromosome X, l’empreinte génomique de 
même que l’expression génique (Suzuki and Bird, 2008). La méthylation de l’ADN constitue 
un processus réversible grâce aux TETs (Ten-Eleven Translocation) méthylcytosine 
déoxygénase dont la famille regroupe 3 membres, soit TET1, TET2 et TET3 (Ito et al., 2010). 
Ceux-ci sont en mesure de catalyser l’oxydation de 5-methylcytosine (5mC) en 5-
hydroxymethylcytosine (5hmC) (Figure 1.6) (Tahiliani et al., 2009). Le 5hmC ainsi obtenu 
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peut par la suite être converti en 5-formylcytosine (5fC) puis en 5-carboxylcytosine (5caC) par 
les TETs (He et al., 2011, Ito et al., 2011).  
 
Tiré de Hill P.W. et al, Genomics, 2014, 104(5) :324-33 
Figure 1.6. Réaction de déméthylation de l’ADN générée par les TETs. 
Les réactions catalysées par les TETs permettant de diminuer les niveaux de méthylation de 
l’ADN ont lieu au niveau de cytosines ayant été préalablement méthylées par Dnmt1 (DNA 
(Cytosine-5) Methyltransferase) ou Dnmt3a/b (Gaudet et al., 1998, Deng and Szyf, 1998). 
Les TETs sont des oxygénases requérant du fer et l'α-kétoglutarate afin de catalyser 
leur réaction (Tahiliani et al., 2009, Ito et al., 2011). Par conséquent, ces oxygénases peuvent 
être inhibées par le 2HG généré par les formes mutées de IDH1/2 (Koivunen et al., 2012, Xu 
et al., 2011). Ainsi, bien que des mutations au niveau de TET soient retrouvées chez 22% des 
leucémies myléoïdes aiguës, les mutations de ces enzymes et de IDH1/2 sont mutuellement 
exclusives chez ces leucémies (Figueroa et al., 2010, Yang et al., 2013). Un phénotype 
d’hyperméthylation de l’ADN a d’ailleurs pu être associé aux tumeurs présentant une mutation 
de IDH1/2 (Figueroa et al., 2010, Turcan et al., 2012). Les formes mutées de IDH1/2 peuvent 
donc contrôler les niveaux de méthylation de l’ADN et, par conséquent, sont en mesure de 
modifier la régulation transcriptionnelle de l’ensemble du génome.  
1.3. Déméthylases de la famille JUMONJI 
La régulation épigénétique par les formes mutées de IDH1/2 ne se limite pas à la 
méthylation de l’ADN puisque d’autres oxygénases responsables de la régulation 
transcriptionnelle peuvent être inhibées par le 2HG. C’est notamment le cas des JUMONJIs, 
une famille de déméthylases de lysines (Chowdhury et al., 2011, Lu et al., 2012). Il existe 
deux grandes familles de déméthylases de lysines, soit la famille JUMONJI de même que la 
famille LSD (Kooistra and Helin, 2012). Tandis que la famille LSD permet la déméthylation 
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de lysines mono- ou di-méthylées, les JUMONJIs sont surtout connues pour la déméthylation 
de lysines di- ou tri-méthylée, bien que certaines JUMONJIs soient en mesure de déméthyler 
des lysines mono-méthylées (Kooistra and Helin, 2012). Les JUMONJIs utilisent l’α-
kétoglutarate et le fer comme cofacteurs afin de catalyser la réaction de déméthylation (Figure 
1.7) (Tsukada et al., 2006). Par conséquent, leur activité est inhibée par le 2HG généré par les 
formes mutées de IDH1/2 (Chowdhury et al., 2011). Les JUMONJIs possédant la capacité de 
déméthyler des lysines au niveau des histones, leur inhibition par le 2HG engendre une 
hyperméthylation des histones (Lu et al., 2012). IDH1/2 ne sont cependant pas les seules 
enzymes du cycle de l’acide citrique dont la mutation permet d’inhiber les JUMONJIs. Les 
mutations de la succinate déshydrogénase entraînent une accucmulation de succinate alors que 
les mutations de la fumarase mènent pour leur part à l’accumulation de succinate et de 
fumarate (Xiao et al., 2012). Le succinate et le fumarate ainsi accumulés entraînent l’inhibition 
d’oxygénases α-kétoglutarate dépendantes parmi lesquelles figurent les JUMONJIs (Xiao et 
al., 2012).  Tout comme l’inhibition des JUMONJIs par le 2HG, l’inhibition de cette famille 
de déméthylases de lysines par le succinate a été associée à une hyperméthylation des histones 




Tiré de Hoffmann I. et al, Molecular Oncology, 2012, 6(6) :683-703 
Figure 1.7. Réaction de déméthylation catalysée par les JUMONJIs 
Jusqu’à maintenant, 18 des 30 JUMONJIs répertoriées ont été associées à une activité de 
déméthylation (Kooistra and Helin, 2012).  
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1.3.1. Famille KDM4 
Les JUMONJIs sont classées en sous-familles selon leur niveau d’homologie, la 
présence de domaines autres que JMJC ainsi que leurs substrats. La sous-famille KDM4 
(lysine-specific demethylase 4) comporte quatre membres : KDM4A, KDM4B, KDM4C et 
KDM4D (Figure 1.8) (Katoh and Katoh, 2004). Ces quatre déméthylases de lysines possèdent 
un domaine JMJN en N-terminal de même qu’un domaine catalytique JMJC (Katoh and 
Katoh, 2004). Les KDM4A/B/C possèdent également un domaine PHD (Plant Homeodomain) 
en tandem ainsi qu’un domaine Tudor en tandem (Katoh and Katoh, 2004). Leur domaine 
Tudor permet la liaison de lysines méthylées alors que leur domaine PDH ne possède quant à 
lui aucune fonction connue à ce jour (Huang et al., 2006, Kim et al., 2006). Or, les domaines 
PHD d’autres protéines permettent à celles-ci de lier différentes protéines nucléaires dont les 
histones afin de réguler la chromatine et la transcription (Bienz, 2006). 
 
Adapté de Berry W.L. et al, Cancer Research, 2013, 73(10) :2936-42 
Figure 1.8. Famille de déméthylases KDM4. 
La famille KDM4 est caractérisée par la présence de domaines JMJN et JMJC conservés 
entre les différents membres de cette famille (Katoh and Katoh, 2004). Aucune fonction n’a 
cependant pu être associée au domaine JMJN à ce jour. 
Les quatre membres de la famille KDM4 catalysent la déméthylation de H3K9(me2), 
H3K9(me3), H3K36(me2), H3K36(me3), H1.4K26(me2) et H1.4K26(me3) (Cloos et al., 
2006, Fodor et al., 2006, Klose et al., 2006, Whetstine et al., 2006, Trojer et al., 2009). Bien 
que le rôle de chaque marque de méthylation puisse varier selon le contexte cellulaire, 
tissulaire ou developmental, la di- ou triméthylation de H3K9 est généralement associée à la 
répression transcriptionnelle et à la formation d’hétérochromatine impliquant notamment le 
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recrutement de HP1 (Heterochromatin Protein 1) (Bannister et al., 2001, Lachner et al., 2001). 
En ce qui concerne la di- ou tri-méthylation de H3K36, son rôle au niveau de la transcription 
est moins clair. D’une part, cette marque de méthylation est associée à l’élongation de la 
transcription (Keogh et al., 2005, Joshi and Struhl, 2005). Or cette marque de méthylation est 
reconnue par DNMT3a (Dhayalan et al., 2010). DNMT3a étant une méthyltransférase d’ADN, 
son recrutement par H3K36(me2/3) permet de promouvoir la méthylation de l’ADN, 
réprimant ainsi l’expression des gènes environnants (Okano et al., 1998, Dhayalan et al., 
2010). Ainsi, il est plus difficile de classifier H3K36(me2/3) comme étant une marque 
associée à l’activation ou à la répression transcriptionnelle.  
Bien que le substrat des JUMONJIs le mieux caractérisé soit les histones, d’autres 
protéines seraient également déméthylées par cette famille de déméthylase. En effet, 
KDM4A/B/C possèdent la capacité de déméthyler des peptides de WIZ (Widely Interspaced 
Zinc finger motifs protein), CDYL1 (Chromodomain Y-Like protein 1), CSB (Cockayne 
Syndrome group B protein) de même que de la méthyltransférase G9a (Ponnaluri et al., 2009), 
suggérant ainsi que ces déméthylases de lysines pourraient également posséder certains 
substrats autres que les histones n’ayant pas encore été caractérisés à ce jour.  
1.3.1.1. KDM4A 
Grâce à son rôle au niveau des histones, KDM4A est impliqué dans la régulation de 
nombreux processus dont la progression du cycle cellulaire. Lors de la division cellulaire, la 
réplication de l’ADN nécessite de nombreux réarrangements de la chromatine. KDM4A 
permet d’augmenter l’accessibilité à la chromatine, stimulant ainsi la réplication de l'ADN et 
permettant la progression de la phase S du cycle cellulaire (Black et al., 2010). 
KDM4A est également impliqué dans la régulation de la réponse aux dommages 
d’ADN. Le domaine Tudor de KDM4A lui permet de lier H3K4(me2/3) de même que 
H4K20(me2/3) (Kim et al., 2006, Huang et al., 2006). 53BP1 possède également un domaine 
Tudor en tandem lui permettant de lier H4K20(me2) (Botuyan et al., 2006, Sanders et al., 
2004, Kim et al., 2006). L’affinité de KDM4A pour ce site de méthylation est cependant plus 
élevée que celle de 53BP1, expliquant ainsi que l’on retrouve KDM4A au niveau de ces 
lysines lorsqu’il n’y a pas de perturbation de l’ADN (Mallette et al., 2012). En revanche, suite 
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à un dommage au niveau de l’ADN, KDM4A est ubiquitiné par RNF8 et RNF168, provoquant 
ainsi la dégradation de KDM4A et permettant l’exposition des lysines 20 diméthylées des 
histones H4 qui deviennent alors accessibles pour 53BP1 (Mallette et al., 2012). 53BP1 peut 
ainsi être recruté au niveau de ces lysines et initier la réponse aux dommages à l’ADN.   
KDM4A est également en mesure de coopérer avec Ras afin de contourner la 
sénescence (Mallette and Richard, 2012). La sénescence constitue en un arrêt permanent et 
irréversible du cycle cellulaire pouvant entre autre être induit par l’activation d’oncogènes tels 
que Ras (Serrano et al., 1997). Chez les cellules cancéreuses, les mutations menant à 
l’activation constitutive de Ras sont extrêmement fréquentes (Der et al., 1982, Parada et al., 
1982, Santos et al., 1982). Ras étant une petite GTPase, ces mutations ont généralement pour 
effet d’inhiber la capacité de Ras à hydrolyser le GTP auquel il est lié (Kiaris and Spandidos, 
1995). En revanche, ces mutations seules ne sont pas suffisantes pour permettre la 
transformation cellulaire puisque les cellules disposent de divers mécanismes s'opposant à 
l'activation d'oncogènes. En effet, le processus de transformation maligne implique l'inhibition 
de l’apoptose et de la sénescence cellulaire (Schmitt, 2003). Les mutations de suppresseurs 
tumoraux impliqués dans les voies stimulant l’apoptose et/ou la sénescence sont donc 
fréquentes chez les cellules cancéreuses (Schmitt, 2003). Parmi ces suppresseurs tumoraux 
fréquemment mutés, on retrouve les protéines impliquées dans les voies INK4A/CyclinD/Rb 
et ARF/MDM2/p53 (Yeang et al., 2008). L’établissement et le maintien de la sénescence 
reposent à la fois sur la voie p53 et la voie Rb. En effet, l’inactivation de ces deux 
suppresseurs tumoraux permet aux cellules chez lesquelles Ras est muté de contourner la 
sénescence (Serrano et al., 1997, Ferbeyre et al., 2000, Mallette et al., 2007). La voie p53 est 
responsable de la régulation transcriptionnelle de nombreux gènes permettant l’établissement 
et la maintenance de la sénescence parmi lesquels figurent notamment p21 (el-Deiry et al., 
1993), PML (Promyelocytic Leukemia protein) (de Stanchina et al., 2004) ainsi que PAI-1 
(Kortlever et al., 2006). La régulation de p53 lors de la sénescence induite par les oncogènes 
est médiée par la réponse aux dommages à l'ADN (Mallette et al., 2007) ainsi que via CHD5 
(chromodomain helicase DNA-binding domain 5) (Bagchi et al., 2007). Les lysines 9 tri-
méthylées des histones H3 retrouvées au niveau du promoteur de CHD5 peuvent être 
déméthylées par KDM4A, régulant ainsi l’expression de CHD5 (Mallette and Richard, 2012). 
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La déplétion de KDM4A permet donc d’induire la sénescence grâce à l’activation de la voie 
p53 (Mallette and Richard, 2012). Au contraire, lors de la sénescence induite par Ras, 
KDM4A permet de contrer l’augmentation de CHD5 engendrée par cet oncogène, empêchant 
ainsi l’activation de la voie p53 (Mallette and Richard, 2012, Stokoe et al., 1997). KDM4A 
collabore donc avec Ras afin de contourner la sénescence et favoriser la formation de tumeurs. 
1.3.1.1.1. KDM4A et cancer 
Une analyse regroupant des données sur le cancer du sein, de la tête et du cou, du 
poumon, des ovaires, de l’utérus et de l’endomètre, les adénocarcinomes rénaux et gastriques a 
permis de démontrer que le nombre de copies du gène KDM4A est augmenté dans 18.9% des 
cancers alors qu’une copie est perdue dans 22.1% des cas (Black et al., 2013). Ainsi, bien que 
KDM4A soit régulièrement considéré comme un oncogène, le fait que ses niveaux soient 
diminués aussi fréquemment suggère que cette déméthylase de lysines pourrait également 
posséder certaines propriétés anti-tumorales en fonction du contexte cellulaire et/ou génétique.  
Néanmoins, l’inhibition de KDM4A constitue une avenue thérapeutique attrayante en 
raison de sa surexpression fréquente chez les cellules cancéreuses. Cinq catégories 
d’inhibiteurs de déméthylases de lysines ont été décrites à ce jour : chélateurs de fer, 
analogues de l’α-kétoglutarate, inhibiteurs du site catalytique, prodrogues et chélateurs de zinc 
(Tableau III). Toutefois, le manque de spécificité de ces inhibiteurs constitue leur principale 












Tableau III. Inhibiteurs de JUMONJIs 
 
Tiré de Guerra-Calderas L. et al, Cancer Genetics, 2014, 208(5) :215-24 
Les chélateurs de fer, qui constituent la plus grande catégorie d’inhibiteurs de KDM4A, 
comprennent le Trichostatin (Rose et al., 2008), le Suberoylanilde hydroxamic (Rose et al., 
2008), le Internal hydroxamic acid (Hamada et al., 2010), le Pyidine 2-4-dicarboxylic acid 
(2,4-PDCA) (Thalhammer et al., 2011), le PDCA derivative (Thalhammer et al., 2011), le β-
lapachone (Sakurai et al., 2010), le [S]-[-]-carbidopa (Sakurai et al., 2010), la dopamine 
(Sakurai et al., 2010), le 8-hydroxyquinoline-5-carboxylic (King et al., 2010), le 3-4-dihydroxy 
cinnamic acid (Nielsen et al., 2012) et le 2,2’-bypirydine derivate (Chang et al., 2011). Au 
niveau des analogues de l’α-kétoglutarate, on retrouve le N-oxalylglycine (Hamada et al., 
2009), le NOG-derivative (Hamada et al., 2009), le Dimethyl N-oxalylglycine (DMOG) 
(Hamada et al., 2009), le N-oxalyl D-tyrosine derivate (Rose et al., 2010) et le [S]-2-
hydroxyglutaric acid (2HG) (Xu et al., 2011). Le Methylstat (Luo et al., 2011), le E67 
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(Upadhyay et al., 2012) et le Disulfiram derivate (Sekirnik et al., 2009) constituent pour leur 
part une prodrogue, un inhibiteur liant le site actif et un chélateur de zinc respectivement.  
Les chélateurs de fer sont des inhibiteurs dont le mécanisme d’action repose sur les 
interactions électrostatiques avec une lysine retrouvée au niveau du site actif (Rose et al., 
2008, Hamada et al., 2010, Thalhammer et al., 2011, Sakurai et al., 2010, King et al., 2010, 
Nielsen et al., 2012, Chang et al., 2011). Par exemple, le 2,4-PDCA interagit avec la tyrosine 
132 et la lysine 206 de KDM4A (Figure 1.9) (Rose et al., 2008). Cependant, loin d’être 
spécifiques aux déméthylases de lysines, ces composés sont également en mesure d’inhiber les 
déacétylases d’histones (Marks and Breslow, 2007).  
 
Tiré de Thinnes CC et al, Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 2014, 1839(12) :1416-32 
Figure 1.9. Structure du 2,4-PDCA lié à KDM4A 
Le 2,4-PDCA occupe le site actif de KDM4A (Rose et al., 2008). Pour l’obtention de la 
structure, le site actif du fer fut remplacé par du nickel (Rose et al., 2008).  
En ce qui concerne les analogues de l’α-kétoglutarate, ils inhibent toutes les 
oxygénases α-kétoglutarate dépendantes (Hamada et al., 2009, Rose et al., 2010, Xu et al., 
2011). Ainsi, les effets engendrés par l’utilisation de tels inhibiteurs seraient probablement 
comparables à ceux obtenus avec le 2HG, qui appartient également à cette famille 
d’inhibiteurs (Chowdhury et al., 2011).  
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1.4. Formes mutées de IDH1/2 comme cibles thérapeutiques 
1.4.1. Inhibiteurs des formes mutées de IDH1/2 
Des agents pharmaceutiques permettant de cibler spécifiquement les mutations de 
IDH1/2 furent rapidement développés puisque ces mutations surviennent fréquemment au 





(Rohle et al., 2013). L’AGI-5198 empêche la production de 2HG tout en contrant 
l’hyperméthylation de H3K9(me3) et en favorisant la différentiation chez des lignées 
cellulaires de gliomes possédant une mutation de IDH1 (Rohle et al., 2013). Cependant, 
l’AGI-5198 n’est pas en mesure de renverser l’hyperméthylation de l’ADN, suggérant ainsi 
que d’autres mécanismes encore inconnus à ce jour pourraient être affectés par les formes 
mutées de IDH1 (Rohle et al., 2013). D’autres inhibiteurs des formes mutées de IDH1 furent 
également développés (Popovici-Muller et al., 2012, Zheng et al., 2013). En ce qui concerne 
les formes mutées de IDH2, l’AGI-6780 permet d’inhiber IDH2
R140Q
, restaurant ainsi la 
différentiation chez des cellules d’érythroleucémie (Wang et al., 2013).  
1.4.2. Vaccination contre les formes mutées de IDH1/2 
Récemment, un vaccin constitué de peptides de IDH1
R132H
 a été utilisé chez la souris. 
Ce vaccin permettait de réduire la croissance tumorale chez les souris dont la tumeur possédait 
la mutation IDH1
R132H
, mais n’avait aucun effet sur la croissance tumorale chez les souris dont 
la tumeur ne possédait pas de mutation de IDH1 (Schumacher et al., 2014). Aucune toxicité ne 
fut décelée suite au vaccin et le vaccin n’affectait aucunement l’activité enzymatique de la 
forme sauvage de IDH1 (Schumacher et al., 2014).  
2. Activation oncogénique de la voie mTOR chez les cellules 
tumorales 
La voie mTOR est fréquemment suractivée chez les glioblastomes en raison de 
certaines mutations récurrentes. C’est notamment le cas des mutations de PTEN, retrouvées 
dans 23.5% des glioblastomes (Ohgaki et al., 2004). Les amplifications de EGFR, présentes 
chez 34% des glioblastomes, activent également la voie mTOR (Ohgaki et al., 2004). 
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mTOR fut initialement découvert grâce à la rapamycine, une molécule aux propriétés 
antifongiques produite naturellement par Streptomyces hygroscopius (Vezina et al., 1975, 
Sehgal et al., 1975). Possédant des effets anti-prolifératifs, la rapamycine fut largement utilisée 
afin d’étudier la régulation de la croissance cellulaire. C’est ainsi que les protéines ciblées par 
la rapamycine furent mis en évidence chez la levure, TOR1 (target of rapamycin 1) et TOR2 
(target of rapamycin 2) (Heitman et al., 1991). La découverte de ces gènes permit par la suite 
l’identification des gènes TOR chez d’autres eucaryotes, notamment mTOR 
(mechanistic/mammalian target of rapamycin) chez les mammifères (Brown et al., 1994).  
mTOR régule de nombreux processus cellulaires en intégrant des signaux 
extracellulaires, la disponibilité des acides aminés de même que les niveaux énergétiques 
(Laplante and Sabatini, 2012). L’intégration de ces signaux par mTOR lui permet notamment 
de moduler la croissance et la prolifération cellulaire de même que la survie cellulaire et 
l’organisation du cytosquelette (Laplante and Sabatini, 2012). Ainsi, l’activation constitutive 
de la voie mTOR chez les cellules cancéreuses permet à ces dernières de proliférer 
indépendamment de la présence de signaux prolifératifs tout en favorisant leur survie et les 
processus de migration et d’invasion. Les mutations au niveau des voies de contrôle de mTOR 
confèrent donc un avantage prolifératif aux cellules cancéreuses et sont extrêmement 
fréquentes, entraînant une surstimulation de mTOR dans près de 80% des cancers (Menon and 
Manning, 2008). 
2.1. Kinase mTOR 
mTOR est une kinase de sérines et thréonines appartenant à la famille PIKK (PI3K-
related protein kinase), laquelle regroupe des kinases possédant une séquence similaire à celle 
de PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) (Lempiainen and Halazonetis, 2009). Chez l’être 
humain, cette famille regroupe également les kinases ATM (ataxia telangiectasia mutated), 
ATR (ataxia telangiectasia- and RAD3-related), SMG1 (suppressor with morphological effect 
on genitalia family member), DNA-PKcs (DNA-dependant protein kinase catalytic subunit) et 
TRRAP (transformation/transcription domain‐associated protein)  (Lempiainen and 
Halazonetis, 2009).  
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L’extrémité N-terminale de mTOR contient des répétitions HEAT (Huntingtin, 
elongation factor 3, a subunit of protein phosphatase 2A, TOR1) en tandem permettant 
certaines interactions protéines-protéines (Figure 1.10) (Andrade and Bork, 1995). Ce 
domaine est suivi d’un domaine FAT (FRAP, ATM, TRAP), qui est également retrouvé chez 
les autres kinases de la famille PIKK, puis d’un domaine FRB (Bosotti et al., 2000). Le 
domaine FRB confère la sensibilité de mTOR à la rapamycin, puisque ce domaine lie le 
complexe formé par la rapamycine et FKBP12 (FK506-binding protein 12kDa) (Chen et al., 
1995). Le domaine FRB de mTOR est suivi du domaine kinase, puis d’un domaine FATC, ce 
dernier étant essentiel à l’activité de mTOR (Peterson et al., 2000, Takahashi et al., 2000). 
 
Adapté de Yang Q. et Guan K.-L., Cell Research, 2007, 17(8) :666-81 
Figure 1.10. Domaines de la kinase mTOR 
mTOR contient des répétitions HEAT, un domaine FAT, un domaine FRB, un domaine kinase 
ainsi qu’un domaine FATC. 
2.2. Différents complexes formés par mTOR 
mTOR s’associe à différentes protéines afin de former deux complexes aux fonctions 
distinctes, soit mTORC1 (mTOR complex 1) et mTORC2 (Figure 1.11). mTOR, mLST8 et 
DEPTOR sont communs aux deux complexes (Kim et al., 2003, Peterson et al., 2009). Raptor 
et PRAS40 sont retrouvés uniquement au niveau de mTORC1 alors que Rictor, mSin1 et 
Protor1/2 sont exclusifs à mTORC2 (Hara et al., 2002, Kim et al., 2002, Sancak et al., 2007, 
Vander Haar et al., 2007, Jacinto et al., 2004, Sarbassov et al., 2004, Frias et al., 2006, Pearce 
et al., 2007).  
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Figure 1.11. Complexes mTORC1 et mTORC2 
L’association de mTOR à Raptor entraîne la formation d’un complexe mTORC1 alors que la 
liaison de mTOR à Rictor permet la création d’un complexe mTORC2.  
mLST8 lie fortement le domaine kinase de mTOR (acides aminés 2115-2431), mais 
également les fragments de mTOR comprenant les acides aminés 2185-2254 et 2255-2431, 
bien que l'interaction via ces derniers sites semble plus modeste (Kim et al., 2003). mLST8 
permet d’activer la voie mTOR en stimulant l’activité kinase de mTOR (Kim et al., 2003).  
Raptor interagit avec la portion N-terminale de mTOR (acides aminés 1-1482) où est 
retrouvé le motif HEAT et permet l’assemblage d’un complexe mTORC1 plutôt que d’un 
complexe mTORC2 (Kim et al., 2002). Cette interaction est d’ailleurs stabilisée par mLST8 
(Kim et al., 2003). Au contraire, l’interaction entre le complexe FKPB12/rapamycin et mTOR 
vient déstabiliser l’interaction entre mTOR et Raptor, empêchant par conséquent la formation 
du complexe mTORC1 (Kim et al., 2002). PRAS40 est recruté au sein de mTORC1 grâce à 
son interaction avec Raptor et possède une activité inhibitrice de mTORC1 (Sancak et al., 
2007, Vander Haar et al., 2007). 
Au niveau de mTORC2, Rictor interagit avec mTOR (Sarbassov et al., 2004, Jacinto et 
al., 2004). Dépendamment des types cellulaires, les ratios de Raptor et Rictor ne sont pas 
équivalents. En effet, alors que la quantité de Raptor et de Rictor est semblable chez les 
cellules HEK293T, ce n’est pas le cas chez les cellules HeLa, chez lesquelles on retrouve 
davantage de Rictor et moins de Raptor (Kim et al., 2002, Sarbassov et al., 2004). Chez 
certaines lignées cellulaires de gliomes et de glioblastomes multiformes, Rictor est surexprimé 
(Masri et al., 2007). En fait, il semblerait y avoir une corrélation inverse entre les niveaux de 
Rictor et Raptor. Bien que mTORC2 ait été initialement considéré comme insensible à la 
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rapamycine, un traitement prolongé à la rapamycine empêche également la formation de 
complexes mTORC2 chez certains types cellulaires (Sarbassov et al., 2004, Sarbassov et al., 
2006, Jacinto et al., 2004), tandis que d'autres lignées cellulaires demeurent insensibles à la 
rapamycine indépendamment de la durée de traitement (Sarbassov et al., 2006). mSin1 et 
Protor1/2 sont recrutés au sein de mTORC2 grâce à leur interaction avec Rictor (Frias et al., 
2006, Pearce et al., 2007). Au moins trois différents isoformes de mSin1 peuvent contribuer à 
la formation du complexe mTORC2, soit mSin1.1, mSin1.2 et mSin1.5 (Frias et al., 2006). 
mSin1.4 n’est pas retrouvé chez mTORC2, mais pour des raisons techniques l’interaction 
entre mSin1.3 et Rictor n’a pu être vérifiée (Frias et al., 2006). Ainsi, la possibilité que 
mSin1.3 soit également en mesure de contribuer à la formation d’un complexe mTORC2 ne 
peut être exclue. Alors qu’à court terme (1 heure) la rapamycin n’a aucun effet sur 
l’interaction entre mSin1 et mTORC2, à long terme (24 heures), l’interaction entre mSin1.1 ou 
mSin1.2 et mTORC2 est perdue (Frias et al., 2006). Les deux isoformes de Protor, soit Protor1 
et Protor2, interagissent également avec Rictor (Pearce et al., 2007). Parmi les variants 
d’épissage, seul Protor1-α et Protor1-β sont en mesure d’interagir avec Rictor, contrairement à 
Protor1-γ. La portion N-terminale de ce dernier ne possède pas les acides aminés 1-97 
retrouvés chez Protor1-α, Protor1-β et Protor 2, suggérant ainsi que l’interaction entre 
Protor1/2 et mTORC2 pourrait avoir lieu au niveau de l’extrémité N-terminale de Protor 
(Pearce et al., 2007).  
2.2.1. DEPTOR 
DEPTOR constitue un inhibiteur des complexes mTORC1 et mTORC2 interagissant 
avec mTOR au niveau du domaine FAT (1483-2000) de ce dernier (Peterson et al., 2009). 
DEPTOR possède un domaine DEP en tandem au niveau de son extrémité N-terminale (acides 
aminés 36-117 et 133-217) de même qu’un domaine PDZ en C-terminal (acides aminés 324-
409) (Peterson et al., 2009). Treize sérines et thréonines phosphorylées furent initialement 
identifiées entre les domaines DEP et PDZ de DEPTOR (T241, S244, S259, T260, S263, 
S265, S282, S283, S287, S293, S297, S298, S299) (Peterson et al., 2009). Lorsque 
phosphorylé au niveau de ces sites, DEPTOR se dissocie de mTOR et permet ainsi l'activation 
de mTOR.  
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La dissociation de DEPTOR et mTOR est initiée par la phosphorylation des sérines 
265, 286, 293 et 299 ainsi que la thréonine 295 de DEPTOR par mTOR (Duan et al., 2011, 
Gao et al., 2011). Ces phosphorylations permettent par la suite à CK1 de phosphoryler les 
sérines 286 et 287 de DEPTOR qui sont retrouvées au niveau de son phospho-degron (Gao et 
al., 2011). L’ubiquitine ligase SCF
β-TrCP
 reconnaissant ces formes phosphorylées de DEPTOR, 
l’ubiquitination et la dégradation protéolytique de DEPTOR s’en suivent (Gao et al., 2011, 
Duan et al., 2011, Zhao et al., 2011). 
2.3. Mécanismes de régulation de la voie mTOR 
La régulation de mTOR repose entre autres sur la stimulation par les facteurs de 
croissance, la quantité d’acides aminés disponibles de même que les niveaux d’énergie et 
d’oxygène (Laplante and Sabatini, 2012). Les mécanismes de régulation varient entre les deux 
complexes mTOR et sont beaucoup mieux caractérisés pour mTORC1 que pour mTORC2. 
2.3.1. Régulation de mTORC1  
2.3.1.1. Facteurs de croissance 
Différents facteurs de croissances dont l’insuline et l’IGF-1 (Insulin-like Growth 
Factor 1) permettent la régulation de mTOR grâce aux voies PI3K/AKT et Ras/ERK. 
2.3.1.1.1. Voie PI3K/AKT 
L’activation de la voie PI3K/AKT engendrée par les facteurs de croissance est 
relativement bien caractérisée. Lorsque la voie PI3K/AKT est activée, PI3K phosphoryle le 
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2), générant ainsi du phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3) (Figure 1.12) (Abrams et al., 1996). Le suppresseur tumoral PTEN est une 
phosphatase s'opposant à l'activité de PI3K en permettant la conversion du PIP3 en PIP2 
(Maehama and Dixon, 1998). Le PIP3 permet le recrutement de PDK1 et AKT à la membrane 
plasmique en se liant à leur domaine PH (pleckstrin homology), activant par le fait même 
PDK1 (Stokoe et al., 1997). PDK1 est alors en mesure de phosphoryler la thréonine 308 
d’AKT retrouvée au niveau de sa boucle d’activation (Alessi et al., 1997). Cependant, afin 
qu’AKT soit complètement activé, la sérine 473 de son motif hydrophobique doit également 
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être phosphorylée par mTORC2 (Sarbassov et al., 2005). Suite à ces deux événements de 
phosphorylation, AKT est apte à moduler l’activation de mTOR de deux manières distinctes. 
Premièrement, AKT permet le contrôle de l'activité de TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2), 
un régulateur de mTOR (Inoki et al., 2002). TSC2 est retrouvé sous forme de complexe avec 
TSC1 (Tuberous Sclerosis Complex 1) dont le rôle est de prévenir l’ubiquitination de TSC2, 
empêchant ainsi sa dégradation (Benvenuto et al., 2000). TSC1 stabilise également TBC1D7 
(Tre2-Bub2-Cdc16 (TBC) 1 domain family member 7), qui est aussi retrouvé au sein de ce 
complexe et permet de stabiliser l’interaction entre TSC1 et TCS2, favorisant par conséquent 
la stabilité de TSC2 (Dibble et al., 2012). TSC2 possède pour sa part une activité GAP 
(GTPase-activating protein) stimulant l’activité GTPase de rheb (Ras homologous enriched in 
brain) et favorisant ainsi la conversion du GTP lié à rheb en GDP (Inoki et al., 2003a, Tee et 
al., 2003). Suite à sa phosphorylation par AKT en sérine 939 et thréonine 1462, TSC2 est 
dissocié de TSC1 et migre vers le cytosol où il lie plutôt 14-3-3 (Cai et al., 2006). Rheb étant 
pour sa part localisé au niveau de la membrane lysosomale, la séquestration de TSC2 dans le 
cytosol l’empêche de stimuler l’activité GTPase de rheb (Saito et al., 2005). Par conséquent, 
rheb demeure sous sa forme active, lui permettant d’interagir directement avec mTORC1 et de 
l’activer (Long et al., 2005). AKT phosphoryle également PRAS40 en T246 (Kovacina et al., 
2003), stimulant ainsi sa liaison à 14-3-3 ainsi que sa dissociation du complexe mTORC1 
(Kovacina et al., 2003, Vander Haar et al., 2007). PRAS40 étant un inhibiteur de mTOR, sa 
séparation du complexe permet de lever cette inhibition, menant donc à une activation du 




Figure 1.12. Voie PI3K/AKT 
La voie PI3K/AKT est activée par les facteurs de croissance. L’activation de PI3K permet la 
conversion du PIP2 en PIP3, activant ainsi PDK1 qui phosphoryle alors AKT, qui doit 
également être phosphorylé par mTORC2 afin d’être complètement activé. Akt inhibe alors 
l’activité GTPase de TSC2 envers rheb tout en phosphorylant PRAS40, activant par ces deux 
mécanismes mTORC1. 
2.3.1.1.2. Voie Ras/ERK 
Les voies MAPK (mitogen-activated protein kinase) constituent des cascades 
d'événements de phosphorylation au sein desquelles une MAPK est phosphorylée par une 
MAPKK (mitogen-activated protein kinase kinase), elle-même phosphorylée par une 
MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) (Dhillon et al., 2007). La voie Ras 
est l’une des voies MAPK les mieux caractérisées à ce jour. L’activation de récepteurs 
tyrosine kinases résultant de la liaison de facteurs de croissance ou d’agents mitogènes 
entraîne la conversion du GDP lié à Ras en GTP (Margolis and Skolnik, 1994). Une fois lié au 
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GTP, Ras recrute Raf à la membrane pour son activation (Figure 1.13) (Vojtek et al., 1993, 
Van Aelst et al., 1993, Moodie et al., 1993). Par la suite, Raf phosphoryle et active MEK1/2 
qui à son tour phosphoryle et active ERK1/2 (Blenis, 1993, Kyriakis et al., 1992, Crews and 
Erikson, 1992).  
La régulation de mTORC1 par la voie Ras/ERK a notamment lieu au niveau de TSC2. 
En effet, suite à l’activation de cette voie de signalisation, ERK1/2 phosphoryle la sérine 664 
de TSC2, entraînant ainsi la dissociation de TSC1 et TSC2 (Ma et al., 2005). L’activation de 
ERK1/2 permet également la phosphorylation de RSK (Sturgill et al., 1988), qui phosphoryle 
ensuite la sérine 1798 de TSC2 afin d'inhiber TSC2 (Roux et al., 2004).  
La voie Ras/ERK est également en mesure de réguler mTORC1 en contrôlant la 
phosphorylation de Raptor. Effectivement, ERK1/2 phosphoryle les sérines 8, 696 et 863 de 
Raptor, ce qui permet de stimuler l’activité kinase de mTORC1 (Carriere et al., 2011). De 
plus, RSK1/2 phosphoryle les sérines 719, 721 et 722 de Raptor, ces événements de 
phosphorylation stimulant également l’activité de mTORC1 (Carriere et al., 2008).  
  
Adapté de Carriere et al, Journal of Biological Chemistry, 2011, 286(1) :567-77 
Figure 1.13. Modulation de l'activité mTORC1 par la voie Ras/ERK 
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Suite à l’activation de la voie Ras/ERK par des facteurs de croissance, Ras est activé. Ainsi, 
Ras phosphoryle Raf, qui phosphoryle par la suite MEK, qui phosphoryle alors ERK, ce 
dernier phosphorylant pour sa part RSK. Une fois activés, ERK et RSK phosphorylent TSC2 et 
Raptor, activant ainsi mTORC1.  
2.3.1.2. Acides aminés 
La bio-disponibilité des acides aminés joue un rôle important dans l’activation de mTORC1. 
En effet, lorsque la quantité d’acides aminés est limitante, mTORC1 ne peut être activé par les 
facteurs de croissance (Sancak et al., 2008, Hara et al., 1998, Wang et al., 1998). Cependant, la 
liste exhaustive des acides aminés impliqués dans la régulation de l’activation de mTORC1 
demeure incertaine. Néanmoins, la leucine, l’arginine et la glutamine contribueraient à la 
régulation de mTORC1 (Sancak et al., 2008, Hara et al., 1998, Bauchart-Thevret et al., 2010, 
Nicklin et al., 2009, Duran et al., 2012, van der Vos and Coffer, 2012, van der Vos et al., 
2012). La contribution de la leucine à la régulation de mTORC1 reposerait sur la LSR (leucyl-
tRNA synthetase), qui lie les GTPases Rag (Ras-related GTP binding protein) afin d’activer 
mTORC1 (Bonfils et al., 2012, Han et al., 2012). La régulation de mTORC1 par les niveaux 
d’arginine repose pour sa part sur SLC38A9 (Solute Carrier family 38 member 9), un 
transporteur d’acides aminés interagissant avec les protéines Rag et Ragulator (Rebsamen et 
al., 2015, Wang et al., 2015). Cette interaction est modulée par les niveaux d’acides aminés et 
est favorisée lorsque RagB est associé au GDP (Wang et al., 2015). Chez les mammifères, on 
retrouve quatre protéines Rag : RagA, RagB, RagC et RagD. Celles-ci sont des GTPases se 
distinguant des autres protéines GTPases par leur capacité à former des hétérodimères. En 
effet, ces derniers sont formés par l’association de RagA ou RagB à RagC ou RagD 
(Sekiguchi et al., 2001). Tout comme RagA et RagB, RagC et RagD possèdent une séquence 
hautement similaire et sont fonctionnellement redondants. En plus de favoriser leur stabilité 
protéique, la dimérisation des GTPases Rag est essentielle afin que mTORC1 puisse être 
activé (Kim et al., 2008). En présence d’acides aminés, RagA/B lie le GTP alors que RagC/D 
lie quant à lui le GDP (Figure 1.14) (Kim et al., 2008). Cette forme active de dimère Rag est 
en mesure de lier Raptor et d’ainsi localiser mTORC1 au niveau de la membrane lysosomale 
où est également localisé rheb (Sancak et al., 2008, Kim et al., 2008). Ainsi, l’activation de 
mTORC1 par rheb résultant de la liaison de facteurs de croissance sur leurs récepteurs n’est 
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possible qu’en présence d’acides aminés. À l’opposé, en absence d’acides aminés, mTORC1 
est dispersé dans le cytosol, ne pouvant ainsi pas être activé par rheb en réponse aux facteurs 
de croissance (Kim et al., 2008, Sancak et al., 2008). La modulation de la liaison de RagA/B et 
RagC/D au GTP ou GDP constitue donc un élément clé de la régulation de l’activation de 
mTORC1 par les acides aminés.  
 
Adapté de Bar-Peled L. et al, Trends in Cell Biology, 2014, 24(7) :400-6 
Figure 1.14. Régulation de mTORC1 par les acides aminés  
Lorsque la quantité d’acides aminés disponibles est faible, l'activité GAP de GATOR1 envers 
RagA/B est stimulée. Par conséquent, mTORC1 demeure dans le cytosol. Au contraire, 
lorsque la quantité d’acides aminés disponibles augmente, Gator 2 inhibe Gator1. Ragulator 
agit alors comme GEF envers RagA/B alors que la folliculine agit quant à elle en tant que 
GAP envers RagC/D. mTORC1 peut ainsi être recruté à la membrane lysosomale, où rheb est 
également localisé.  
2.3.1.2.1. Régulation de RagA/B 
Ragulator est un complexe protéique agissant en tant que GEF (Guanine Exchange 
Factor) envers RagA/B (Bar-Peled et al., 2012). Ragulator est constitué de p18 (LAMTOR1 
(late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and mTOR activator 1)), p14 (LAMTOR2), MP1 
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(MEK-binding partner 1 (LAMTOR3)), C7orf59 (LAMTOR4) et HBXIP (hepatitis B virus X-
interacting protein (LAMTOR5)) (Sancak et al., 2010, Bar-Peled et al., 2012). p18 est 
responsable de l’association de Ragulator à la membrane lysosomale grâce à ses résidus 
palmitoylés et myristoylés (Sancak et al., 2010). Ainsi, Ragulator participe à l’activation de 
mTORC1 en présence d’acides aminés.  
Au contraire, Gator permet de réguler négativement mTORC1 en absence d’acides 
aminés via son activité GAP envers RagA/B (Bar-Peled et al., 2013). Gator est formé de deux 
sous-complexes, appelés Gator1 et Gator2 (Bar-Peled et al., 2013). Au niveau de Gator 1, on 
retrouve DEPDC5 (DEP domain-containing 5), Nprl2 (nitrogen permease regulator-like 2) et 
Nprl3 (nitrogen permease regulator-like 3) alors que Gator 2 est pour sa part constitué de Mios 
(missing oocyte, meiosis regulator), WDR24 (WD repeat domain 24), WDR59 (WD repeat 
domain 59), Seh1L (SEH1-like) et Sec13 (GTPase-activating protein SEC13) (Bar-Peled et 
al., 2013). Gator1 agit en tant que GAP envers RagA/B alors que Gator2 agit plutôt comme 
régulateur négatif de Gator1 (Bar-Peled et al., 2013). 
L’activation de mTORC1 par les acides aminés nécessite également l’association de la 
v-ATPase à Ragulator et Rag (Zoncu et al., 2011). Bien que la v-ATPase soit impliquée dans 
l’acidification du lysosome, cette acidification n’est pas requise pour l’activation de mTORC1 
(Zoncu et al., 2011).  
2.3.1.2.2. Régulation de RagC/D 
La régulation de RagC/D repose en partie sur le complexe folliculine, qui est formé de 
la folliculine elle-même (FLCN) et de FNIP1 (folliculin interacting protein 1). Ce complexe 
agit en tant que GAP envers RagC/D, stimulant ainsi l’activation de mTORC1 (Tsun et al., 
2013). 
2.3.1.3. Niveaux énergétiques 
La régulation de la voie mTOR est également affectée par les niveaux énergétiques qui 
sont intégrés grâce à l’AMPK (AMP-activated protein kinase). L’AMPK est composé d’une 
sous-unité catalytique α et de deux sous-unités régulatrices β et γ (Carling, 2004). Lorsque le 
ratio ATP/AMP diminue, l’AMP lie les répétitions en tandem du domaine crystathionine-β-
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synthase (CBS) de la sous-unité γ de l’AMPK (Cheung et al., 2000). Cette liaison a pour effet 
d’empêcher la déphosphorylation de la thréonine 172 d’AMPK retrouvée dans la boucle 
d’activation de la sous-unité α dont la phosphorylation est requise pour l’activation de 
l’AMPK (Hawley et al., 1996). En condition de stress énergétique, la principale kinase 
responsable de la phosphorylation activatrice d’AMPK est LKB1 (Shaw et al., 2005, 
Sakamoto et al., 2005, Mirouse et al., 2007, Lee et al., 2007, Apfeld et al., 2004). 
Lorsque les niveaux d’énergie diminuent, AMPK phosphoryle la thréonine 1227 de 
même que la sérine 1345 de TSC2 (Inoki et al., 2003b). Ces phosphorylations ont pour effet 
de stimuler l’activité de TSC2, inhibant par le fait même mTORC1 (Inoki et al., 2003b). La 
régulation de mTORC1 par AMPK ne repose cependant pas uniquement sur TSC2 puisque 
AMPK phosphoryle également les sérines 722 et 792 de Raptor (Gwinn et al., 2008), 
entraînant ainsi la liaison de ce dernier à 14-3-3 et provoquant l’inhibition de mTORC1. 
(Gwinn et al., 2008). 
La régulation de mTORC1 en fonction des niveaux énergétiques repose également sur 
REDD1, dont la transcription est activée en réponse à divers stress cellulaires parmi lesquels 
figurent l’hypoxie, les dommages à l’ADN de même que les stress énergétiques (Ellisen et al., 
2002, Shoshani et al., 2002, Sofer et al., 2005). Bien que REDD1 ne soit pas requis pour que 
AMPK puisse phosphoryler TSC2 lorsque les ratios d’AMP sont trop élevés, REDD1 est 
essentiel à l'inhibition de mTORC1 dans ces conditions (Sofer et al., 2005). Ainsi, malgré que 
AMPK et REDD1 ne soient pas en mesure de se réguler entre eux, ils coopéreraient afin de 
permettre l’inhibition de mTORC1 en agissant en amont de rheb lorsque les niveaux 
énergétiques diminuent (Sofer et al., 2005). La modulation de l’activité de mTORC1 par 
REDD1 repose sur la stabilité de ce dernier. En effet, la phosphorylation de REDD1 par 
GSK3β entraîne le recrutement du complexe d’ubiquitine ligase CUL4A–DDB1–ROC1–β-
TRCP qui est en mesure d’ubiquitiner REDD1, résultant ainsi en sa dégradation protéolytique 
(Katiyar et al., 2009).  
2.3.1.4. p53 
Le suppresseur tumoral p53 joue également un rôle important dans la modulation de 
l'activité mTORC1. En effet, l'activation de p53 par l’ETO, un inhibiteur de la topoisomérase-
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II, stimule AMPK, menant ainsi à l'inhibition de mTORC1 (Feng et al., 2005). Suite à son 
activation, p53 stimule également la transcription de PTEN et TSC2, inhibant par conséquent 
mTORC1 (Feng et al., 2005, Stambolic et al., 2001). 
2.3.1.5. Voie Wnt 
La voie Wnt est notamment impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire ainsi 
que dans différents processus développementaux (Anastas and Moon, 2013). Lorsque la voie 
Wnt n’est pas activée, la β-caténine est initialement phosphorylée par CK1, ce qui entraîne par 
la suite sa phosphorylation par GSK3 (Amit et al., 2002, Yost et al., 1996). Ces 
phosphorylations permettent la reconnaissance de la β-caténine par le complexe E3 ubiquitine 
ligase SCF
βTrCP
 qui est responsable de l’ubiquitination de la β-caténine et, par conséquent, de 
sa dégradation protéolytique (Hart et al., 1999, Latres et al., 1999, Kitagawa et al., 1999, 
Winston et al., 1999). Afin que ces phosphorylations puissent avoir lieu, la β-caténine est 
recrutée au ‹‹complexe de destruction›› au niveau duquel on retrouve CK1 et GSK3, mais 
également APC (Adenomatous Polyposis Coli) (Rubinfeld et al., 1993, Su et al., 1993), PP2A 
(Protein Phosphatase 2A) (Hsu et al., 1999, Seeling et al., 1999, Ratcliffe et al., 2000) et Axin 
(Ikeda et al., 1998). Au contraire, lorsqu’une protéine Wnt lie son récepteur, l’activité de 
GSK3 diminue, prévenant ainsi la dégradation de la β-caténine (Cook et al., 1996, Ding et al., 
2000).  
GSK3α et GSK3β sont en mesure de coopérer avec l’AMPK afin de réguler mTORC1. 
En effet, suite à la phosphorylation de TSC2 par l’AMPK, GSK3α et GSK3β permettent la 
phosphorylation des sérines 1341 et 1337 de TSC2 (Inoki et al., 2006). Ces phosphorylations, 
tout comme celles effectuées par AMPK, permettent de stimuler TSC2 et d’ainsi inhiber 
mTORC1 (Inoki et al., 2006). L’activation de la voie Wnt permet donc de stimuler mTORC1 
grâce à l’inhibition de GSK3. 
2.3.1.6. α-kétoglutarate et ATP synthase 
L’α-kétoglutarate possède la capacité de lier et d'inhiber l’ATP synthase, diminuant 
ainsi les ratios ATP/AMP et la consommation d’oxygène (Chin et al., 2014). L’inhibition de 
l’ATP synthase permet de bloquer l'activité de mTOR (Chin et al., 2014). L’inhibition de TOR 
entraînant l’augmentation de la durée de vie de C. elegans (Vellai et al., 2003), l’α-
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kétoglutarate possède ainsi la capacité d’augmenter la durée de vie de cet organisme modèle 
(Chin et al., 2014). Bien qu’il ait été démontré que HIF-1 ne contribue pas à cet effet, la 
possibilité que d’autres oxygénases α-kétoglutarate dépendantes puissent contribuer à la 
régulation de mTOR ne peut être exclue (Chin et al., 2014).  
2.3.2. Régulation de mTORC2 
Les mécanismes régulant mTORC2 sont moins bien caractérisés que ceux régulant 
mTORC1. mTORC2 est activé par le PIP3 généré par l'activation de PI3K via la stimulation 
par les facteurs de croissance. Or, en réponse à l’insuline, seuls les complexes mTORC2 
contenant mSin1.1 ou mSin1.2 sont activés (Frias et al., 2006). L’activation de PI3K entraîne 
l’association de mTORC2 avec la sous-unité ribosomale 60S, stimulant ainsi mTORC2 
(Zinzalla et al., 2011). La quantité de ribosomes est directement reliée à la capacité d’une 
cellule à croître et mTORC2 permet la régulation de processus associés à la croissance 
cellulaire. Ainsi, la régulation de mTORC2 par les ribosomes permet de coordonner son 
activité en fonction de la capacité d’une cellule à croître (Zinzalla et al., 2011). 
Le complexe TSC1-TSC2 serait également impliqué dans la régulation de mTORC2. 
En effet, l’activité kinase de mTORC2 est diminuée chez des MEF TSC2
-/-
 (Huang et al., 
2008). La capacité du complexe TSC1-TSC2 à activer mTORC2 ne relève pas de sa capacité à 
stimuler l’activité GTPase de rheb (Huang et al., 2008). De plus, alors qu’aucune interaction 
entre mTORC1 et le complexe TSC1-TSC2 n’a pu être observée, une interaction entre ce 
complexe et mTORC2 a été identifiée (Huang et al., 2008).  
La régulation de mTORC2 repose également sur l’activité de mTORC1. Une fois 
activé par mTORC1, p70S6K1 phosphoryle les thréonines 86 et 398 de mSin1, résultant en la 
dissociation de mSin1 du complexe mTORC2 et, par conséquent, en l’inhibition de mTORC2 
(Liu et al., 2013). p70S6K1 phosphoryle également la thréonine 1135 de Rictor (Dibble et al., 
2009, Julien et al., 2010, Treins et al., 2010). Cette phosphorylation a pour effet d’inhiber la 
phosphorylation d’ATK par mTORC2 sans toutefois affecter la phosphorylation d’autres 
substrats de mTORC2 tels SGK1 et PKCα (Dibble et al., 2009, Julien et al., 2010). La 
phosphorylation de la thréonine 1135 de Rictor entraîne la création d’un site de liaison pour 
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14-3-3 sur Rictor sans toutefois affecter l’intégrité de mTORC2 (Dibble et al., 2009, Treins et 
al., 2010). 
2.4. Processus cellulaires régulés par la voie mTOR 
Les complexes mTORC1 et mTORC2 exercent des fonctions différentes et contrôlent 
des processus variés. mTORC1 est impliqué dans la régulation de la synthèse protéique et de 
la croissance cellulaire, le métabolisme, l’autophagie ainsi que l’angiogenèse (Laplante and 
Sabatini, 2012, Shimobayashi and Hall, 2014). mTORC2 est pour sa part impliqué dans la 
survie cellulaire et l’organisation du cytosquelette d’actine (Laplante and Sabatini, 2012, 
Shimobayashi and Hall, 2014).  
2.4.1. Processus cellulaires contrôlés par mTORC1 
2.4.1.1. Synthèse protéique et croissance cellulaire 
Afin de soutenir la croissance et la division constante des cellules cancéreuses, leur 
synthèse protéique doit être stimulée. La synthèse protéique étant un processus consommant 
énormément d’énergie, elle est sujette à une régulation très rigoureuse à laquelle contribue 
mTORC1 (Buttgereit and Brand, 1995). En effet, mTORC1 est impliqué dans la régulation de 
l’initiation et l’élongation de la traduction. Les deux substrats de mTORC1 les mieux 
caractérisés sont p70S6K de même que 4E-BP1, qui sont tous deux impliqués dans la 
régulation de la synthèse protéique. p70S6K est une kinase de la famille des kinases AGC 
(Protein kinases A, G and C) dont la thréonine 229, retrouvée au niveau de sa boucle 
d’activation, est phosphorylée par PDK1 (Pullen et al., 1998). En ce qui concerne le motif 
hydrophobe retrouvé sur p70S6K1, sa thréonine 389 est phosphorylée par mTORC1 (Pearson 
et al., 1995). p70S6K permet la régulation de protéines impliquées dans la synthèse protéique 
parmi lesquelles figurent notamment la protéine ribosomale S6 (Kozma et al., 1990, Banerjee 
et al., 1990), 4E-BP1 (Gingras et al., 1999a), eIF4B (Raught et al., 2004, Shahbazian et al., 
2006), eEF2K (eukaryotic Elongation Factor 2 Kinase) (Wang et al., 2001), PDCD4 
(Programmed Cell Death 4)(Dorrello et al., 2006) et SKAR (S6K1 Aly/REF-like substrate) 
(Ma et al., 2008).  
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mTORC1 favorise particulièrement la traduction des ARNm contenant un 5′ TOP 
(Terminal Oligopyrimidine Tract), qui encodent notamment des protéines ribosomales ainsi 
que des facteurs d’élongation (Hsieh et al., 2012, Thoreen et al., 2012). Cette régulation 
nécessite la phosphorylation de 4E-BP1 par mTORC1 (Thoreen et al., 2012). 
2.4.1.1.1. Initiation de la traduction 
Avant que l’ARNm ne puisse être exporté vers le cytoplasme, les introns doivent être 
retirés grâce au processus d’épissage. Durant ce processus, le complexe EJC (Exon-Junction 
Complex) est recruté à environ 20-24 nucléotides en amont de chaque jonction exon-exon 
(Figure 1.15) (Le Hir et al., 2000). Ce complexe, formé des protéines Srm160, DEK, RNPS1, 
Y14 et REF, reste lié à l’ARNm lorsque ce dernier est exporté vers le cytoplasme (Le Hir et 
al., 2000, Kataoka et al., 2000, Kim et al., 2001). SKAR, qui est également en mesure d’être 
exporté du noyau vers le cytoplasme, est localisé au niveau du complexe EJC où il permet le 
recrutement de p70S6K1 une fois l’ARNm arrivé dans le cytoplasme (Ma et al., 2008). La 
déplétion de SKAR ou p70S6K1 diminuant l’efficacité de traduction d’ARNm ayant 
préalablement été épissés, ces deux protéines seraient impliquées dans l’activation de la 




Adapté de Le Hir H. et Séraphin B., Cell, 2008, 133(2) :213-6 
Figure 1.15. Stimulation de la traduction par mTORC1 grâce aux EJC 
L’association entre SKAR et l’ARNm a lieu au niveau des EJC dans le noyau. Une fois exporté 
dans le cytoplasme, SKAR recrute S6K1 au niveau des EJC, permettant alors la traduction de 
l’ARNm.  
Le 5′ UTR de la majorité des ARNm possède une structure secondaire complexe ne 
permettant pas la liaison de ribosomes aux ARNm lors de l’initiation de la traduction. C’est 
pourquoi eIF4F et eIF4B participent à l’étape d’activation de l’ARNm durant laquelle la 
consommation d’ATP permet le déroulement de l’extrémité 5′ de l’ARNm afin de le rendre 
accessible aux ribosomes (Figure 1.16) (Gingras et al., 1999b). eIF4F est en fait un complexe 
formé de eIF4A, eIF4E et eIF4G permettant le recrutement de ribosomes à l’extrémité 5′ des 
ARNm (Gingras et al., 1999b). Alors que eIF4E permet la liaison de l’extrémité 5′ des ARNm, 
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eIF4A possède une activité hélicase tandis que eIF4G est pour sa part une protéine 
d’échafaudage liant eIF4E, eIF4A, PABP (Poly(A)-Binding Protein) et eIF3 (Sonenberg et al., 
1978, Rogers et al., 2001a, Gingras et al., 1999b). eIF4B permet de stimuler l’activité hélicase 
de eIF4A (Rogers et al., 2001b). La phosphorylation de eIF4B par p70S6K est impliquée dans 
le recrutement de eIF4B et eIF4A au complexe d’initiation de la transcription (Raught et al., 
2004, Holz et al., 2005). 
 
Adapté de Jackson J. R. et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2010, 11(2), 113-27 
Figure 1.16. Régulation de l’activation de l’ARNm par mTORC1 
4E-BP1 séquestre eIF4E, empêchant la formation du complexe eIF4F. Or, suite à l’activation 
de mTORC1, la phosphorylation de 4E-BP1 entraîne le relâchement de eIF4E qui peut alors 
contribuer à la formation du complexe eIF4F. L’activation de mTORC1 permet également la 
stimulation de l’activité hélicase de eIF4A grâce à la phosphorylation de eIF4B.  
Sous sa forme hypophosphorylée, eIF4E interagit fortement avec 4E-BP1 (eIF4E 
Binding Protein 1), ce qui l’empêche de participer à la formation du complexe eIF4F (Pause et 
al., 1994). La phosphorylation des thréonines 37 et 46 de 4E-BP1 par mTORC1 est essentielle 
afin que la phosphorylation subséquente de la sérine 65 et de la thréonine 70 de 4E-BP1 
puissent avoir lieu. Ces phosphorylations entraînent la dissociation de 4E-BP1 et eIF4E 
(Gingras et al., 1999a). eIF4E est alors en mesure de participer à la formation de complexes 
eIF4F et, par conséquent, à l’activation de l’ARNm lors de laquelle l’extrémité 5′ de l’ARNm 
est déroulée (Gingras et al., 1999a). L’augmentation de l’expression de eIF4E est fréquente 
chez les cancers du poumon, de la vessie, du colon, du sein, de la prostate, du col de l’utérus, 
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des ovaires, de la thyroïde, de la tête et du cou (Nathan et al., 1997a, Pettersson et al., 2011, 
Seki et al., 2002, Crew et al., 2000, Nathan et al., 1997b, De Benedetti and Harris, 1999, Li et 
al., 2002, Lee et al., 2005, Matthews-Greer et al., 2005, Culjkovic and Borden, 2009, Berkel et 
al., 2001). 
2.4.1.1.2. Élongation de la traduction 
Lors de l’élongation de la traduction, eEF2 (eukaryotic Elongation Factor 2) permet la 
translocation du ribosome le long de l’ARNm. La phosphorylation de eEF2 par eEF2K inhibe 
ce facteur d’élongation. Afin que cette inhibition puisse être levée, la sérine 366 de eEF2K 
doit être phosphorylée par p70S6K (Wang et al., 2001). L’activation de mTORC1 entraîne 
donc l’activation de eEF2 grâce à l’inhibition de eEF2K, permettant ainsi l’élongation de la 
traduction.  
2.4.1.1.3. Protéine ribosomale S6 
La protéine S6 est une composante de la sous-unité ribosomale 40S dont les sérines 
235, 236, 240, 244 et 247 peuvent être phosphorylées par p70S6K (Krieg et al., 1988, 
Banerjee et al., 1990, Kozma et al., 1990). Lorsque ces cinq sérines sont mutées en alanines, le 
taux de synthèse protéique et de division cellulaire est augmenté alors que la taille cellulaire 
est réduite en raison de défauts de croissance (Ruvinsky et al., 2005). La modulation de 
l’activité de S6 par mTORC1 permet donc la régulation de la synthèse protéique et de la 
croissance cellulaire. La surexpression de S6 et l’augmentation de sa phosphorylation sont 
fréquentes chez les cancers du poumon (Chen et al., 2014). La diminution des niveaux 
d’activité de S6 chez ces cellules permet d’induire un arrêt du cycle cellulaire en G0-G1 (Chen 
et al., 2014). 
2.4.1.2. Biogénèse ribosomale 
Afin de soutenir leur synthèse protéique accrue, les cellules cancéreuses doivent 
augmenter leur quantité de ribosomes. Ainsi, en plus de stimuler la synthèse protéique, 
mTORC1 favorise également la biogénèse ribosomale. En effet, la déplétion de p70S6K réduit 
les niveaux d’ARNm de plus de 75% des facteurs impliqués dans ce processus, dont Nop56, 
Nop14, Gar1, Rrp9, Rrp15, Rrp12 et Pwp2 (Chauvin et al., 2014). Ainsi, la déplétion de 
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p70S6K entraîne une diminution de l’activité transcriptionnelle des promoteurs de ces 
différents facteurs (Chauvin et al., 2014). Le même effet est observé chez des cellules 
possédant une forme mutée de S6 ne pouvant être phosphorylée par p70S6K, suggérant que S6 
pourrait être responsable des effets de p70S6K dans la biogénèse ribosomale (Chauvin et al., 
2014). p70S6K est fréquemment suractivé chez différents types de cancers dont les cancers du 
sein, chez lesquels une augmentation de la phosphorylation de p70S6K est observée dans 36% 
des cas (Noh et al., 2008). Les cancers du sein présentant une augmentation de 
phosphorylation de p70S6K possèdent généralement un moins bon pronostique que ceux chez 
lesquels l’activité de p70S6K n’est pas augmentée (Noh et al., 2008). 
2.4.1.3. Synthèse lipidique 
Les cellules cancéreuses se divisant constamment, leur synthèse lipidique est accrue. 
mTORC1 permet la régulation des facteurs de transcription SREBPs (Sterol Regulatory 
Element Binding Protein), qui contrôlent des gènes impliqués dans la lipogénèse. mTORC1 
phosphoryle LIPIN1, inhibant ainsi sa translocation dans le noyau (Peterson et al., 2011). 
LIPN1 étant une phosphatase inhibant SREBPs, ces-derniers sont alors activés, initiant ainsi la 
transcription de gènes associés à la lipogénèse (Peterson et al., 2011). Cependant, mTORC2 
est également impliqué dans ce processus, en partie grâce à la phosphorylation de la sérine 473 
de AKT, mais également par un mécanisme semblant être indépendant de AKT (Hagiwara et 
al., 2012, Yuan et al., 2012). L’activité de SREBP-1 est augmentée chez les glioblastomes et 
son inhibition entraîne un arrêt de la croissance cellulaire tout en favorisant l’apoptose (Guo et 
al., 2009, Guo et al., 2011). 
2.4.1.4. Synthèse de nucléotides 
Afin de soutenir leur division constante, les cellules cancéreuses doivent être en 
mesure de synthétiser suffisamment de nucléotides afin que leur ADN puisse être répliqué en 
phase S. mTORC1 participe à la synthèse nucléotidique en augmentant l’expression des gènes 
PPP (Pentose Phosphate Pathway) grâce à l’activation de SREBPs, stimulant ainsi la 
production de PPRP (5′-phosphoribosyl-1'-pyrophosphate) requis pour la synthèse de purines 
et de pyrimidines (Duvel et al., 2010). Le fait que mTORC2 soit aussi en mesure d’activer 
SREBPs laisse croire que ce complexe pourrait également stimuler l’expression des gènes 
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PPP, mais l’implication de ce complexe dans la synthèse de nucléotides reste à déterminer. 
p70S6K phosphoryle également la sérine 1859 de CAD (Gln-dependent carbamoyl-phosphate 
synthase, Asp carbamoyltransferase, Dihydroorotase), dont l’activation stimule la synthèse de 
pyrimidines de novo (Robitaille et al., 2013, Ben-Sahra et al., 2013). L’augmentation des 
niveaux de pyrimidines ainsi générée stimule la synthèse d’ADN et d’ARN de même que la 
progression de la phase S du cycle cellulaire (Ben-Sahra et al., 2013, Robitaille et al., 2013).  
2.4.1.5. Autophagie 
Lorsque les cellules sont soumises à un manque de nutriments, un stress quelconque ou 
encore une réduction des facteurs de croissance, celles-ci doivent adapter leur métabolisme en 
conséquence. Ainsi, en plus d’inhiber la croissance cellulaire, ces différentes conditions ont 
pour effet d’activer l’autophagie afin d’optimiser l’utilisation des quantités limitées d’énergie. 
Alors que l’autophagie favorise la survie cellulaire, l’activation de la voie mTOR chez les 
cellules cancéreuses entraîne l’inhibition de l’autophagie (Degenhardt et al., 2006). Ainsi, la 
perte d’un mécanisme contribuant à la survie cellulaire contribuerait à la progression tumorale. 
Ceci s’explique en partie par le fait que l’autophagie limite les stress métaboliques, protégeant 
ainsi le génome afin de prévenir l’instabilité génomique (Mathew et al., 2007, Karantza-
Wadsworth et al., 2007). L’inhibition de l’autophagie chez les cellules cancéreuses 
contribuerait donc à l’instabilité génomique et, par conséquent, à la progression tumorale. En 
effet, l’inhibition de l’autophagie est associée à une augmentation des dommages à l’ADN, 
des amplifications de gènes et à l’aneuploïdie (Mathew et al., 2007, Karantza-Wadsworth et 
al., 2007). 
Lorsque les conditions sont propices à la croissance cellulaire, mTORC1 inhibe 
l’autophagie en maintenant ULK1/2 inactif grâce à la phosphorylation de sa sérine 757 et en 
phosphorylant Atg13 (Figure 1.17) (Jung et al., 2009, Ganley et al., 2009, Hosokawa et al., 
2009a, Kim et al., 2011). L’interaction entre ULK1/2 et Atg13 permet de stabiliser et d’activer 
ULK1/2 (Jung et al., 2009). Ces deux protéines forment un complexe au sein duquel on 
retrouve également FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa) et Atg101, ce 
dernier étant impliqué dans la stabilisation de Atg13 (Jung et al., 2009, Ganley et al., 2009, 
Hosokawa et al., 2009a, Mercer et al., 2009, Hosokawa et al., 2009b).  
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Suite à l’inhibition de mTORC1, l’inhibition de ULK1/2 est levée, permettant ainsi à 
ULK1/2 de s’autophosphoryler et de phosphoryler Atg13 et FIP200 (Hosokawa et al., 2009a, 
Ganley et al., 2009, Jung et al., 2009, Chan et al., 2009). L’inhibition de mTORC1 entraîne 
également la localisation de ULK1/2 et Atg13 au niveau de l’autophagosome (Scott et al., 
2007, Chan et al., 2007, Hosokawa et al., 2009a, Chan et al., 2009). Cependant, afin que 
ULK1 puisse initier l’autophagie, il doit également être phosphorylé par AMPK, qui 
phosphoryle les sérines 317 et 377 de ULK1 (Kim et al., 2011, Kim and Guan, 2011, Egan et 
al., 2011). 
 
Adapté de Zhao M. et Klionsky D. J., Cell Metabolism, 2011, 13(2) :119-20 
Figure 1.17. Régulation de l’autophagie en fonction des niveaux de nutriments et d’énergie 
En présence de nutriments, mTORC1 inhibe l’autophagie en phosphorylant ULK1 et Atg13. 
Au contraire, en absence de nutriments et lorsque les niveaux d’énergie diminuent, AMPK 
stimule l’autophagie en phosphorylant ULK1, qui phosphoryle à son tour ATG13, FIP200 en 
plus de s’autophosphoryler.   
mTORC1 inhibe également l’autophagie en phosphorylant les sérines 142 et 211 de 
TFEB (Transcription Factor EB), un facteur de transcription régulant des gènes associés à la 
biogénèse lysosomale de même qu’à l’autophagie dont Lamp1 (Lysosomal-associated 
membrane protein 1) et Atg9b (Autophagy related 9B) (Settembre et al., 2011). La 
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phosphorylation de TFEB entraîne sa séquestration dans le cytoplasme où il interagit avec 14-
3-3 (Settembre et al., 2012, Roczniak-Ferguson et al., 2012, Martina et al., 2012). Le 
recrutement de TFEB à la membrane lysosomale où est localisé mTORC1 est possible grâce 
aux GTPases Rag (Martina and Puertollano, 2013). Au contraire, la déphosphorylation de 
TFEB résultant de l’inhibition de mTORC1 entraîne la translocation de TFEB dans le noyau, 
où il est en mesure d’activer l’autophagie (Martina et al., 2012, Roczniak-Ferguson et al., 
2012, Settembre et al., 2012). 
2.4.1.6. Angiogénèse 
 La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est essentielle afin que les tumeurs 
puissent croître. En conditions hypoxiques, l’angiogénèse est stimulée grâce à la stabilisation 
de HIF-1α. Ce-dernier doit s’associer à HIF-1β afin d’agir en tant que facteur de transcription, 
favorisant ainsi la transcription de gènes associés à l’angiogénèse dont VEGF (Forsythe et al., 
1996, Jiang et al., 1996, Wang et al., 1995). mTORC1 contribue également à ce processus en 
augmentant les niveaux d’expression de HIF-1α (Zhong et al., 2000, Zundel et al., 2000). 
D’ailleurs, chez des cellules de cancer de la prostate, l’activation de la voie mTOR résultant de 
la perte de PTEN corrèle avec une augmentation de l’angiogénèse (Giri and Ittmann, 1999).  
2.4.2. Processus cellulaires contrôlés par mTORC2 
2.4.2.1. Survie cellulaire 
Les cellules cancéreuses possèdent la capacité d’éviter l’apoptose. Pour ce faire, 
différents mécanismes favorisant la survie cellulaire sont activés. mTORC2 est impliqué dans 
la régulation de la survie cellulaire grâce à AKT et SGK1 (Serum/Glucocorticoid Regulated 
Kinase 1). Tel que décrit précédemment, la phosphorylation de la sérine 473 d’AKT par 
mTORC2 permet la pleine activation d’AKT, qui est alors en mesure de phosphoryler TSC2 
(Inoki et al., 2002). Cependant, parmi les substrats d’AKT, on retrouve également les facteurs 
de transcription FOXO1/3a (Forkhead Box O1/3a) qui régulent la transcription de gènes pro-
apoptotiques parmi lesquels on retrouve FasL, Bim, 24p3 et Puma (Brunet et al., 1999, Gilley 
et al., 2003, Park et al., 2009, Devireddy et al., 2001, You et al., 2006). AKT est en mesure de 
phosphoryler la thréonine 32 de même que les sérines 253 et 315 de FOXO3, entraînant ainsi 
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la translocation de ce dernier du noyau vers le cytoplasme où il est alors séquestré grâce à son 
interaction avec 14-3-3 (Brunet et al., 1999). Au contraire, lorsque FOXO3 n’est pas 
phosphorylé par AKT, il est en mesure d’agir en tant qu’activateur de la transcription (Brunet 
et al., 1999). Ainsi, l’activation de d’AKT par mTORC2 empêche FOXO d’agir en tant 
qu’activateur transcriptionnel, prévenant ainsi la transcription de gènes pro-apoptotiques.  
Tout comme AKT, l'activation de SGK1 par mTORC2 mène à la phosphorylation de 
FOXO1/3a, entraînant ainsi sa localisation au cytoplasme (Brunet et al., 2001). Cependant, 
alors que l’efficacité de ces deux kinases à phosphoryler la thréonine 32 de FOXO3a est 
similaire, SGK1 présente une préférence pour la sérine 315 de FOXO3a alors qu’AKT 
démontre pour sa part une préférence pour la sérine 253 de FOXO3a (Brunet et al., 2001). 
Ainsi, ces deux kinases coopèrent afin d’induire la translocation de FOXO3a dans le 
cytoplasme suite à l’activation de mTORC2. La localisation cytoplasmique de FOXO3a chez 
des patients atteints de cancer du sein corrèle généralement avec un faible taux de survie (Hu 
et al., 2004). 
SGK1 contrôle également la survie cellulaire grâce à p53. p53 est un facteur de 
transcription régulant la transcription de nombreux gènes impliqués dans l’apoptose parmi 
lesquels figurent entre autre Bax (Miyashita et al., 1994), Puma (Nakano and Vousden, 2001), 
Noxa (Oda et al., 2000), Bid (Sax et al., 2002) et Apaf-1 (Kannan et al., 2001, Moroni et al., 
2001, Robles et al., 2001). La liaison de MDM2 à p53 permet d’activer l’activité ubiquitine 
ligase de MDM2, qui catalyse alors l’ubiquitination de p53 engendrant sa dégradation 
protéolytique (Roth et al., 1998). SGK1 phosphoryle la sérine 166 de MDM2, augmentant 
ainsi l’ubiquitination de p53 par MDM2 (Amato et al., 2009). Ainsi, la dégradation de p53 
résultant de la phosphorylation de MDM2 par SGK1 permet de prévenir l’apoptose, favorisant 
par conséquent la survie cellulaire. TP53 constitue le gène le plus fréquemment muté chez les 
cellules cancéreuses (Kandoth et al., 2013). 
2.4.2.2. Organisation du cytosquelette d’actine 
Vu son implication dans la régulation du cytosquelette d’actine, mTORC2 a 
rapidement été perçu comme une kinase pouvant potentiellement contribuer au processus de 
métastase. Alors que l’actine est normalement localisée principalement au niveau du cortex 
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cellulaire et de manière un peu diffuse dans le cytoplasme, elle est retrouvée principalement 
dans le cytoplasme alors que sa présence au niveau cortical est moins importante chez les 
cellules chez lesquelles Rictor a été déplété (Sarbassov et al., 2004). La localisation de la 
paxillin, une protéine adaptatrice retrouvée aux jonctions entre la membrane plasmique et le 
cytosquelette d’actine, est également altérée en absence de Rictor. En effet, la paxillin est 
principalement retrouvée aux extrémités des fibres d’actines en absence de Rictor alors qu’elle 
est plutôt retrouvée majoritairement en périphérie de la cellule lorsqu’il y a déplétion de 
Raptor (Sarbassov et al., 2004). La déplétion de Rictor permet de diminuer la phosphorylation 
de la tyrosine 118 de la paxillin, suggérant ainsi que mTORC2 serait responsable de cette 
phosphorylation (Jacinto et al., 2004).  
mTORC2 permet la ré-organisation du cytosquelette via la modulation de l'activité de 
PKCα, protéine ubiquitaire régulant la forme et la motilité cellulaire (Sarbassov et al., 2004, 
Choe et al., 2003, Ng et al., 1999). On retrouve trois isoformes de PKC, soit PKCα, PKCµ et 
PKCε. En revanche, seule la sérine 657 de PKCα peut être phosphorylée par mTORC2 
(Sarbassov et al., 2004). La déplétion de Rictor diminue l’activité kinase de PKCα, suggérant 
ainsi que la phosphorylation de la sérine 657 de PKCα serait requise pour son activité 
(Sarbassov et al., 2004). Les niveaux d’expression de PKCα varient notamment en fonction du 
grade de différents cancers. En effet, chez les cancers de la vessie, de la prostate et de 
l’endomètre, les niveaux de PKCα sont augmentés lorsqu’il s’agit d’une tumeur de haut grade 
alors qu’ils sont plutôt diminués chez les tumeurs de bas grade (Langzam et al., 2001, Varga et 
al., 2004, Koren et al., 2004, Koren et al., 2000, Fournier et al., 2001).  
La régulation du cytosquelette d’actine par mTORC2 impliquerait également la famille 
de GTPases Rho qui regroupe trois membres, soit Rho, Rac et Cdc42. Ces GTPAses sont 
responsables de l’assemblage et du désassemblage des fibres d’actine F (Ridley et al., 1992, 
Ridley and Hall, 1992). En absence de Rictor, la quantité de Rac1 et de RhoA lié au GTP 
diminue, suggérant ainsi que mTORC2 régulerait l’activité de ces deux GTPases (Jacinto et 
al., 2004, Gulhati et al., 2011). La perte d’activité de Rac1 et RhoA observée suite à la 
déplétion de Rictor permet d’expliquer les défauts de polymérisation d’actine observés 
(Jacinto et al., 2004). 
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mTORC1 contribuerait également à l’organisation du cytosquelette d’actine. En effet, 
les complexes mTORC1 et mTORC2 régulent la migration et l’invasion chez le cancer 
colorectal en induisant des réarrangements du cytosquelette (Gulhati et al., 2011). Au 
contraire, l’inhibition de ces deux complexes permet d’inhiber l’établissement de métastases 
(Gulhati et al., 2011). La manière dont mTORC1 contribue à l’organisation du cytosquelette 
n’a cependant pas été expliquée. En revanche, puisque les complexes mTORC1 et mTORC2 
se régulent mutuellement de diverses façons, il serait possible que la contribution de mTORC1 
à l’organisation du cytosquelette passe en fait par mTORC2.  
2.5. mTOR comme cible thérapeutique 
2.5.1. Rapamycin et rapalogues 
La contribution de l’activation de la voie mTOR à la progression tumorale revêtant une 
importance cruciale chez de nombreuses tumeurs, de nouvelles stratégies thérapeutiques visant 
cette kinase ont été développées. Le premier inhibiteur de mTORC1 ayant été considéré est la 
rapamycine, qui constitue un inhibiteur naturel de ce complexe (Brown et al., 1994). La 
rapamycine permet de freiner la croissance de lignées cellulaires dérivées de 
rhabdomyosarcomes (Dilling et al., 1994), de glioblastomes (Geoerger et al., 2001), de cancers 
pulmonaires (Seufferlein and Rozengurt, 1996), d'ostéosarcomes (Ogawa et al., 1998), de 
cancers pancréatiques (Grewe et al., 1999), de cancers du sein (Pang and Faber, 2001), de 
cancers de la prostate (van der Poel et al., 2003) et de lymphomes de cellules B (Muthukkumar 
et al., 1995). Cependant, le fait que la rapamycine soit relativement instable et très peu soluble 
dans des excipients parentéraux comme l’éthanol, le glycérol propylène, la glycérine, le 
Polysorbate 80 de même que le polyéthylène glycol 400  limite son utilisation pour le 
traitement contre le cancer (Simamora et al., 2001). C’est pourquoi de nombreux analogues de 
la rapamycin, également appelés rapalogues, furent développés. Le Temsirolimus fut le 
premier rapalogue à être approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) pour le 
traitement des carcinomes rénaux de stade avancé (Wander et al., 2011). Par la suite, 
l’Everolimus fut approuvé pour le traitement de la sclérose tubéreuse, une maladie génétique 
caractérisée par la mutation de TSC1/2 entraînant la formation de tumeurs bénignes (van 
Slegtenhorst et al., 1997, Populo et al., 2012). Cependant, dans de nombreux cas, les 
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rapalogues ne se sont pas montrés aussi efficaces que prévu. Les rapalogues sont des 
molécules dont les effets sont cytostatiques et non cytotoxiques, ce qui permet d’expliquer en 
partie le fait que les tumeurs recommencent à se développer dès l’arrêt du traitement (Roach 
and Sparagana, 2004). De plus, tout comme la rapamycine, les rapalogues inhibent mTORC1 
sans toutefois inhiber mTORC2, lequel contribue également à la progression tumorale. Quant 
à l’activité de mTORC1, bien qu’étant diminuée, elle n’est pas totalement inhibée par les 
rapalogues. En effet, malgré le fait que les rapalogues inhibent la phosphorylation de p70S6K, 
la phosphorylation de 4E-BP1 n’est que partiellement inhibée et, par conséquent, la synthèse 
protéique ne peut être complètement inhibée (Choo et al., 2008, Choo and Blenis, 2009). Les 
nombreux mécanismes de rétroaction permettant la régulation de mTOR permettent également 
d’expliquer l’efficacité partielle des rapalogues (Populo et al., 2012).  
2.5.2. Inhibiteurs de mTORC1/mTORC2/PI3K 
Les résultats peu concluants obtenus avec les rapalogues ont mené au développement 
d’inhibiteurs liant le site de liaison de l’ATP de mTOR parmi lesquels figurent notamment 
Torin1, PP242 et PP30 (Thoreen et al., 2009, Feldman et al., 2009). Ces inhibiteurs sont donc 
en mesure d’inhiber les deux complexes mTOR, entraînant ainsi de meilleurs effets que les 
rapalogues au niveau de l’inhibition de la prolifération, de la phosphorylation de 4E-BP1 et de 
la synthèse protéique (Feldman et al., 2009, Thoreen et al., 2009). Ces inhibiteurs sont par 
conséquent plus efficaces que les rapalogues pour inhiber la croissance cellulaire de même que 
la prolifération (Thoreen et al., 2009). 
Comme les nombreux mécanismes de rétroaction régulant mTOR affectent l’efficacité 
des rapalogues, des molécules permettant d’inhiber à la fois mTOR et PI3K ont été 
développées. Tout comme les inhibiteurs de mTORC1 et mTORC2, les inhibiteurs de 
PI3K/mTOR sont en mesure d’inhiber les deux complexes mTOR et sont par conséquent plus 
efficaces que les rapalogues.  
2.5.3. Inhibiteurs de mTOR en thérapie combinée 
Néanmoins, les différents types d’inhibiteurs de mTOR permettent de stabiliser les 
tumeurs sans toutefois entraîner leur régression. C’est pourquoi la possibilité de combiner des 
inhibiteurs de mTOR à d’autres agents chimiothérapeutiques a été étudiée. En effet, ces 
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combinaisons ont des effets additifs ou synergiques selon les cas lorsque des inhibiteurs de 
mTOR sont combinés au paclitaxel, carboplatin, cisplatin, vinorelbine, doxorubicin ou 
camptothecin (Grunwald et al., 2002, Mondesire et al., 2004, Steelman et al., 2008, Geoerger 
et al., 2001). Ainsi, l’utilisation d’inhibiteurs de mTOR en thérapie combinée représente une 
avenue thérapeutique qui pourrait se montrer efficace pour le traitement de certains types de 
cancer.  
2.5.4. Sensibilité aux inhibiteurs de mTOR 
Différents facteurs peuvent affecter la sensibilité de cellules cancéreuses aux 
inhibiteurs de mTOR. Ainsi, le statut de mutations ou le niveau d’expression de différentes 
protéines permet de prédire la réponse à ces inhibiteurs. Par exemple, la perte du suppresseur 
tumoral VHL (Von Hippel-Lindau) augmente la sensibilité de cellules de carcinomes rénaux 
au CCI-779, un inhibiteur de mTOR (Thomas et al., 2006). La déplétion de KDM4A permet 
pour sa part d’augmenter la sensibilité aux inhibiteurs de mTOR (Van Rechem et al., 2015a). 
Différents polymorphismes nucléotidiques peuvent également affecter la sensibilité aux 
inhibiteurs de mTOR dont la mutation E482A (acide glutamique 482 en alanine) qui augmente 
l’ubiquitination et la dégradation de KDM4A (Van Rechem et al., 2015b). Ainsi, KDM4A 
E482A augmente la sensibilité aux inhibiteurs de mTOR PP242, BEZ235, JW-5-8-1, Torin et 
RAD001 (Van Rechem et al., 2015b). Les niveaux protéiques de KDM4A étant fréquemment 
diminués chez les cellules cancéreuses, l’utilisation d’inhibiteurs de mTOR chez ces cellules 
pourrait donc s’avérer pertinente (Black et al., 2013). 
3. Hypothèse et objectifs de recherche 
La récurrence des mutations de IDH1/2 au niveau des cellules cancéreuses ayant été 
observée récemment, les mécanismes oncogéniques régulés par ces mutations sont encore mal 
caractérisés. Une meilleure compréhension de ces mécanismes pourrait donc avoir des 
retombées thérapeutiques importantes. C’est pour cette raison que mon projet de recherche 
vise à identifier un nouveau mécanisme oncogénique régulé par les formes mutées de IDH1/2. 
À la recherche de nouvelles voies oncogéniques régulées par les formes mutées de 
IDH1/2, nous avons observé que les patients atteints de gliomes arborant une mutation de 
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IDH1/2 ne possèdent pas de mutation de PTEN, qui est pourtant fréquemment muté chez les 
cellules cancéreuses. De même, les patients atteints de gliomes présentant une mutation de 
PTEN ne possèdent pas de mutation de IDH1/2. Cette exclusion mutuelle suggère fortement 
que la mutation de PTEN ne conférerait aucun avantage aux cellules cancéreuses possédant 
déjà une mutation de IDH1/2. Ainsi, les mutations de IDH1/2 pourraient être suffisantes afin 
de stimuler l’activité de mTOR. Sachant que l’accumulation de 2HG résultant des mutations 
de IDH1/2 mène à l’inhibition des enzymes α-kétoglutarate dépendantes, l’activité de mTOR 
pourrait alors être régulée par une de ces enzymes. Cette observation initiale nous a donc mené 
à poser l’hypothèse que l’inhibition d’une enzyme α-kétoglutarate dépendante par le 2HG 
généré par les formes mutées de IDH1/2 stimule l’activité de mTOR, contribuant ainsi à 
la carcinogénèse. 
Mon projet de maîtrise comporte deux objectifs principaux. Le premier de ces objectifs 
est de déterminer l’impact des mutations de IDH1/2 sur l’activité de mTOR. Afin de 
déterminer si les effets observés étaient causés par le 2HG, nous avons également déterminé 
l’impact de cet oncométabolite sur l’activité de mTOR. 
Le deuxième objectif constitue quant à lui à élucider le mécanisme permettant aux 
formes mutées de IDH1/2 de moduler l’activité de mTOR. À cette fin, nous nous sommes 
intéressés à l’effet de la déplétion de différentes enzymes α-kétoglutarate dépendantes sur 
l’activité de mTOR. En effet, le 2HG inhibant ces enzymes, une telle approche nous a permis 
d’identifier les meilleurs candidats pour la régulation de mTOR par le 2HG. Par la suite, nous 
avons utilisé différentes approches afin de déterminer le mécanisme permettant à une enzyme 
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The identification of cancer-associated mutations in the tricarboxylic acid (TCA) cycle 
enzymes isocitrate dehydrogenases 1 and 2 (IDH1/2) highlight the prevailing notion that 
aberrant metabolic function can contribute to tumorigenesis. IDH1/2 normally catalyze 
the oxidative decarboxylation of isocitrate into α-ketoglutarate (αKG). In gliomas and 
acute myeloid leukemia, IDH1/2 mutations confer gain-of-function leading to production 
of the oncometabolite R-2-hydroxyglutarate (2HG) from αKG [1, 2]. However the 
precise molecular basis of 2HG-stimulated oncogenesis remains unclear. Here we show 
that generation of 2HG by mutated IDH1/2 leads to the activation of the serine/threonine 
kinase mTOR. Due to the structural similarity between 2HG and αKG, 2HG acts as an 
inhibitor of αKG-dependent enzymes including the JUMONJI family of lysine 
demethylases [3, 4]. Using an siRNA screen, we determined that depletion of the 
JUMONJI family member KDM4A (also known as JMJD2A) is sufficient to stimulate 
mTOR signaling. Furthermore, KDM4A is shown to physically interact with mTOR 
complex 1 (mTORC1) and 2 (mTORC2) via binding to the DEP domain-containing 
mTOR-interacting protein (DEPTOR), a negative regulator of mTORC1/2. In addition, 
depletion of KDM4A resulted in decreased levels of DEPTOR. Our results provide a 
molecular mechanism for the oncogenic activity of mutant IDH1/2 and identify a novel 
link between TCA cycle defects and positive modulation of mTOR function. The non-
canonical regulation of mTOR by KDM4A revealed here represents a potential 
therapeutic target whereby oncogenic mTOR activity could be directly inhibited 
downstream of the canonical PI3K/Akt/TSC1-2 pathway. 
 
To elucidate the oncogenic properties of mutated IDH1/2, we analyzed The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) and deduced that mutations in IDH1/2 and PTEN (Phosphatase and TENsin 
homologue, an important tumor suppressor frequently disrupted in many cancers) display 
strong mutual exclusivity in low-grade glioma (p<0.00001) and glioblastoma multiforme 
(GBM) (p=0.005) (Fig. 1a). On the other hand, as previously reported [5, 6], mutations in the 
tumor suppressor tp53 often co-occur with IDH1/2 mutations in low-grade glioma (p<0.0001) 
and GBM (p<0.00001) (Fig. 2.1a). Thus it appears that major cancer networks can be strongly 
influenced by IDH1/2 gene status. Moreover, mutual exclusion between IDH1/2 and PTEN 




carrying IDH1/2 mutations, in turn implying that such mutations might mimic PTEN loss or 
inactivation. PTEN governs multiple cellular functions such as survival, growth and energy 
metabolism by suppressing the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt/mechanistic target of 
rapamycin (mTOR) pathway. Indeed the serine/threonine kinase mTOR is frequently activated 
in human cancers by mutation of upstream negative regulators such as PTEN or TSC2 (for a 
review see [7]). Oncogenic activation of mTOR stimulates critical processes required for 
cancer cell survival, proliferation, angiogenesis, and metastasis [7]. Even though no PTEN 
mutations were observed in IDH1/2-mutated gliomas, the mTOR pathway is nonetheless 
activated in these tumors as demonstrated by elevated phosphorylation of the mTOR substrate 
Akt on serine 473 [8]. 
 We decided to elucidate the mechanism by which IDH1/2 mutations might stimulate 
oncogenic mTOR signaling, thereby obviating the need for PTEN inactivation in gliomas. We 
first evaluated regulation of the mTOR pathway by IDH1/2 mutations. Murine embryonic 





but not with wild-type counterparts, exhibited increased mTORC1 and mTORC2 signaling as 
indicated by enhanced phosphorylation (i) of both S6 and Rictor, substrates of the mTORC1-
dependant kinase p70S6K, and (ii) of the mTORC2 substrate Akt (Fig. 2.1b). The level of 
stimulation of mTORC1 correlated with intracellular levels of the oncometabolite R-2-
hydroxyglutarate (2HG) produced by mutant IDH1 and IDH2 (Fig. 2.1c). Since mTOR 
controls cell size [9], we determined the physiological response to activation of mTOR 





 or an empty vector. Cells expressing mutated IDH1/2 were significantly 
larger than control cells (Fig. 2.1d and Supplementary Fig. 2.1a) and the cell size increase 
correlated with intracellular levels of 2HG (Fig. 2.1c). Treatment of IDH2
R172K
-expressing 
cells with rapamycin (mTORC1 inhibitor) mitigated the effect on cell size, consistent with the 
requirement of mTORC1 for this phenotype (Fig. 2.1e). In addition, treatment with rapamycin 
or Torin1 (mTORC1/2 inhibitor) abrogated S6 phosphorylation on serines 240/244 in IDH1/2 
mutant-expressing cells, confirming the activation of mTORC1-dependent p70S6K by 2HG-
producing mutants (Fig. 2.1f). 
 To evaluate whether 2HG per se is responsible for activation of mTORC1/2, we 




with octyl-2HG led to activation of mTORC1/2 as evaluated by accumulation of 
phosphorylated p70S6K, S6, Rictor and Akt in MEFs and HeLa cells (Fig. 2.1g and 
Supplementary Fig. 2.1b). Furthermore, treatment with octyl-2HG was sufficient to generate 
an increase in cell size (Fig. 2.1h), consistent with the activation of mTOR by the 
oncometabolite 2HG. 
 Previous studies clearly demonstrate that 2HG produced by mutated IDH1/2 inhibits 
the activity of αKG-dependent enzymes such as the JUMONJI family of lysine demethylases 
and TET family of 5-methylcytosine hydroxylases [3, 4]. To evaluate the possibility that one 
or more enzymes comprising these two families is/are responsible for regulation of mTORC1 
activity, we performed a targeted siRNA screen in HeLa cells, employing S6 phosphorylation 
on serines 240 and 244 as functional readout of mTOR activity. Depletion of KDM4A 
potently stimulated phosphorylation of S6 (Fig. 2.2a). The KDM4 sub-family comprises four 
members (KDM4A, KDM4B, KDM4C, and KDM4D) which are Fe(II)- and αKG-dependent 
enzymes possessing a JmjC catalytic domain [11, 12]. KDM4A-C display similar structures 
including JmjN domain, tandem PHD and tandem tudor domain while KDM4D lacks PHD 
and tandem tudor domains. KDM4A-C catalyze demethylation of di- and tri-methylated H3K9 
and H3K36, while KDM4D is specific for H3K9(me2/3) [12-15]. KDM4A also possesses a 
tandem tudor domain which can bind to both H3K4(me2/3) and H4K20(me2/3) [16, 17]. 
KDM4A, which modulates critical cellular processes including the DNA damage response 
[18], cellular senescence [19], transcription [14, 20] and DNA replication [21, 22], is 
profoundly inhibited by 2HG (Supplementary Fig. 2.2) [3]. Knockdown of KDM4A using 
three different shRNAs led to increased phosphorylation of mTORC1-dependent p70S6K 
substrates S6 and Rictor (Fig. 2.2b), thus validating our siRNA screening results. Moreover 
KDM4A-depleted cells were larger than cells treated with siGFP, and treatment with the 
mTORC1 inhibitor rapamycin abrogated this phenotype (Fig. 2.2c). We emphasize that the 
entire KDM4 family shares common substrates; nonetheless KDM4A was the sole family 
member to influence mTORC1 activity, as depletion of KDM4B-D had no impact on 
phosphorylation of S6 and Rictor (Fig. 2.2d). 
 To elucidate the molecular mechanism involved in the control of mTOR kinase activity 
by KDM4A, we evaluated whether the latter might modulate transcriptional levels of either 




KDM4A in HeLa cells, no significant changes in mRNA levels were observed for either 
PTEN or Tuberous sclerosis 1/2 (TSC1/2) (Fig. 2.3a). TSC1/2 is a GTPase-activating protein 
complex which maintains Rheb (Ras homolog enriched in brain) in an inactive form, thereby 
causing mTOR inhibition [23-25]. In addition, mRNA levels of Rheb, mTOR, DEPTOR, or 
the upstream activating kinase PDK1 were unaltered or very modestly changed following 
KDM4A depletion (Fig. 2.3a). Similar observations were made at the protein level for 
KDM4A-depleted cells, where expression of PTEN, TSC2, mTOR and Rictor remained 
constant (Supplementary 2.3a). Interestingly, KDM4A knockdown had no impact on 
phosphorylation of Akt at threonine 308, a site phosphorylated by PDK1 after PI3K activation, 
suggesting that activation of mTORC1 occurs downstream PDK1/Akt (Supplementary Fig. 
2.3a). This was further confirmed by the fact that pharmacological PI3K inhibition using 
CAL-101 did not block activation of mTORC2 upon depletion of KDM4A, as observed by the 
increased phosphorylation of Akt
S473
 (Supplementary Fig. 2.3b). Furthermore, knockdown of 
KDM4A in rapamycin-treated cells still caused activation of mTORC2, implying mTORC1-
independent modulation of mTORC2 by KDM4A (Supplementary Fig. 2.3b). 
 Since the control exerted by KDM4A on mTOR activity seems to occur downstream of 
PTEN-PDK1-Akt-TSC1/2, we investigated the possibility that KDM4A might directly interact 
with mTORC1/2 complexes. Consistent with this, KDM4A co-immunoprecipitated numerous 
members of mTORC1 and mTORC2 including mTOR, Raptor, Rictor, mSin1 and DEPTOR 
(Fig. 2.3b and Supplementary Fig. 2.4a-c). We then qualitatively compared the amount of 
mTORC1/2 components interacting with mTOR or KDM4A. Flag-tagged KDM4A modestly 
interacted with mSin1 and Raptor when compared to the amount co-immunoprecipitated with 
mTOR. On the other hand, both KDM4A and mTOR immunoprecipitated similar amounts of 
DEPTOR (Fig. 2.3c and Supplementary Fig. 2.4d), suggesting that DEPTOR might represent 
the major mTORC1/2 component interacting with KDM4A. We confirmed the interaction 
between DEPTOR and KDM4A in cells co-expressing the exogenous tagged proteins (Fig. 
2.3d). Conversely, ectopic Flag-tagged DEPTOR co-immunoprecipitated endogenous 
KDM4A (Fig. 2.3e). Individual depletion of mTOR or mSin1 did not alter the binding of 
KDM4A and DEPTOR, supporting our hypothesis that DEPTOR is the major mTORC1/2 
component interacting with KDM4A (Supplementary Fig. 2.5a-b). DEPTOR is an endogenous 




SCF(βTrCP) E3 ubiquitin ligase complex in response to growth signals [27-29]. We 
performed a fractionation assay to confirm that KDM4A and DEPTOR localize to the same 
sub-cellular compartments. While DEPTOR is mostly cytoplasmic, KDM4A was present in 
both the nucleus and cytoplasm (Supplementary Fig. 2.6a-b) [30]. We then sought to 
determine the impact of KDM4A on DEPTOR protein levels. Depletion of KDM4A led to a 
significant decrease in DEPTOR protein levels (Fig. 2.4a). Depletion of KDM4A destabilized 
DEPTOR protein after serum stimulation (Fig. 2.4b-c). Confirming that the inhibition of 
KDM4A reduces protein levels of DEPTOR, expression of the 2HG-producing IDH1
R132H
 
mutant caused a diminution in DEPTOR levels (Fig. 2.4d). Treatment of the human 
fibrosarcoma cell line HT1080, bearing a heterozygous IDH1
R132C
 mutation, with the mutated 
IDH1-specific inhibitor AGI-5198 [31] caused a marked decrease in mTORC1/2 activity (Fig. 
2.4e-f) showing that 2HG-mediated inhibition of KDM4A is indeed responsible for activation 
of mTOR. This suggests that a cancer therapeutic regimen designed to inhibit mutated IDH1/2 
would be expected to reduce oncogenic mTOR activity. 
 To evaluate the impact of IDH mutations on activation of mTOR in central nervous 
system-derived cells, we retrovirally transduced immortalized normal human astrocytes 
(NHAs) with an empty vector, wild type IDH1, or IDH1
R132H
. NHAs expressing mutant IDH1 
displayed higher levels of p-Akt
S473
 (Fig. 2.4g) associated with increased accumulation of 
intracellular 2HG (Fig. 2.4h). In addition, treatment of NHAs with octyl-2HG led to the 





respectively (Fig. 2.4i). 
 Amplification of gene copy number and mRNA expression of KDM4A has been 
reported in various cancer types, in which KDM4A can promote site-specific genomic 
amplification [22] or hinder p53 activation and senescence [19]. Interestingly, genomic loss of 
KMD4A and concomitant decrease in mRNA has been observed in multiple cancer types 
(Supplementary Fig. 2.7) [22], and specifically in bladder cancer where loss of KDM4A 
correlates with tumor progression [32]. Our results suggest that decreased expression of 
KDM4A could potentially contribute to mTOR activation in various cancer types, and that 
KDM4A might act as a context-dependent oncogene. 
 Recent evidence demonstrates that mTORC1 controls mitochondrial activity [33] and 




mTOR modulates the TCA cycle. Here we show for the first time that defects in the TCA 
cycle can lead to aberrant activation of mTOR kinase. Indeed our data provide strong evidence 
that KDM4A directly interacts with DEPTOR, and that 2HG-mediated inhibition of KDM4A 
in IDH1/2-mutated cells impacts DEPTOR stability thus stimulating mTOR signaling (Fig. 
4j). It has been suggested that IDH1/2 mutations may cause cell differentiation defects by 
impairing histone demethylation [10]. The novel PTEN/PI3K-independent mode of 
mTORC1/2 activation by 2HG revealed here may provide an additional molecular mechanism 
to explain the oncogenic activity of IDH1/2 mutation in gliomas, and suggests a potential 






 murine embryo fibroblasts (MEFs), normal human astrocytes immortalized 
by hTERT (NHA-hTERT), HT1080 and 293E were cultured in Dulbecco's modified Eagle's 
medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone), 1% 
Sodium pyruvate (Gibco) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco). 
Plasmids and Transfections 
Cells were transfected with 10µg of DNA using 30µg of linear polyethylenimine (PEI). The 
following vectors were used: pCDNA3.1 Flag-eYFP, pLPC Flag-KDM4A, pCMV-Sport6-
Flag-mTOR, pRK5 Myc-mTOR, pMSCV HA-DEPTOR, pRK5 Myc-Raptor, pRK5 Myc-
Rictor and pRK5 Flag-DEPTOR.  
Lentiviral and retroviral infections 
Lentiviral particles were generated by transfecting 293T cells using 5µg of shRNA plasmid, 
3,75μg of psPAX2 packaging plasmid and 1,25μg pMD2.G envelope plasmid. Media was 
changed 24 hours after transfection and lentiviral particles were harvested 24 hours later. Viral 
supernatant was filtered through 0.45 μm filters and supplemented with 8 µg/ml polybrene and 
10% FBS. Viruses were titrated using limiting dilution in HeLa cells and the same MOI was 
used for each condition. The following plasmids were used: pLKO.1-sh_Control, pLKO.1-
sh_KDM4A#3 (RHS3979-201745071, Dharmacon), pLKO.1-sh_KDM4A#5 (RHS3979-
201745073, Dharmacon), pLKO.1-sh_KDM4A#7 (RHS3979-201745075, Dharmacon), 




(TRCN0000039784, Sigma), pLKO.1-sh_mSin1#1 (13483, Addgene) and pLKO.1-
sh_mSin1#2 (13484, Addgene). 
Retroviruses were produced by transfecting packaging cells (Phoenix) with 10µg of DNA 
using 30µg of PEI. Media was changed 24 hours later and viral supernatant harvested at 48 
and 56 hours post-transfection. Viral supernatants were filtered through 0.45µm filters and 
supplemented with 8 µg/ml polybrene and 10% FBS. Media was changed 16 hours after 
infection. Retroviral plasmids pLPCX IDH1
WT
 Flag, pLPCX IDH1
R132H
 Flag, pLPCX IDH2
WT
 
Flag and pLPCX IDH2
R172K
 Flag are described in [35]. The pLXSN IDH1
WT
 Flag and pLXSN 
IDH1
R132H 
Flag were generated by PCR of the IDH1 genes (forward primer with EcoR1 site : 
5’-TAGAATTCATGTCCAAAAAAATCAGTGG-3’, reverse primer with Xho1 site and Flag 
tag : 5’-ACCTCGAGTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCATAAGTTTGGCCTG-
3’). PCR products were inserted into the EcoRI- and XhoI-linearized pLXSN vector.  
FACS-cell size determination 
Cells were trypsinized and resuspended in PBS containing 2% FBS. Forward-scatter 
measurement (FSC) intensity was measured using BD FACSCalibur (BD Biosciences) and 
analyzed with BD CellQuest Pro software (BD Biosciences).  
Cell lysis, immunoblots and antibodies 
Cells were lysed in 10mM Tris (pH 7.4), 120mM NaCl, 0.5% Triton with protease inhibitor 
mix (Complete, Roche) and phosphatase inhibitors (PhosphoStop, Roche), and sonicated for 
3x10 seconds. After centrifugation at 13,000 rpm for 10 minutes, proteins were separated on 
SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose or PVDF membranes (Bio-Rad). Primary 
antibodies used were anti-Flag (M2, Sigma, 1:5000), anti-HA.11 (16B12, Covance, 1:1000), 
anti-Myc (9E10, Sigma, 1:1000), anti-α-Tubulin (B-5-1-2, Sigma, 1:10000), anti-KDM4A 
(NB110-40585, Novus Biologicals, 1:1000), anti-mTOR (2972, Cell Signaling, 1:1000) 
(7C10, Cell Signaling, 1:1000), anti-DEPTOR (ABS222, Millipore, 1:1000), anti-DEPTOR 
(D9F5, Cell Signaling, 1:500), anti-DEPTOR (NBP1-49674, Novus Biologicals, 1:1000), anti-
GβL (PA5-17442, Thermo Scientific, 1:1000), anti-Raptor (24C12, Cell Signaling, 1:1000), 
anti-phospho-Raptor S792 (2083, Cell Signaling, 1:1000), anti-PRAS40 (PA5-17184, Thermo 
Scientific, 1:1000), anti-Rictor (53A2, Cell Signaling, 1:1000), anti-phospho-RictorT1135 
(D30A3, Cell Signaling, 1:1000), anti-mSin1 (07-2276, Millipore, 1:1000), anti-Protor2 




Thermo Scientific, 1:1000), anti-p70S6K (9202, Cell Signaling, 1:1000), anti-phospho-
p70S6KT389 (108D2, Cell Signaling, 1:1000), anti-S6 (54D2, Cell Signaling, 1:1000), anti-
phospho-S6S240/244 (5364 and 2215, Cell Signaling, 1:1000), anti-Akt PH domain (05-591, 
Millipore, 1:1000), anti-phospho-AktS473 (9271, Cell Signaling, 1:1000) (D9E, Cell 
Signaling, 1:1000), anti-phospho-AktT308 (C31E5E, Cell Signaling, 1:1000), anti-actin 
(D6A8, Cell Signaling, 1:2000) and anti-GAPDH (D16H11, Cell Signaling, 1:2000). 
Immunoprecipitations 
Cells were lysed in 1ml of lysis buffer (0.3% CHAPS, 50mM Hepes, 2mM EDTA with 
protease inhibitor mix and phosphatase inhibitors (Roche)) and sonicated three times for 10 
seconds each. After centrifugation at 13,000rpm for 10 minutes, the supernatant was incubated 
for 2 hours at 4°C with 20µl of Flag M2 agarose beads (Sigma). Immunoprecipitates were 
washed three times with lysis buffer containing 150mM NaCl and twice with TBS before 
elution in laemmli buffer. 
Protein stability assay 
For half-life measurements, HeLa cells were starved for 24h and pre-treated with 100µg/ml 
cycloheximide and 40µg/ml chloramphenicol 1h prior to serum addition (10%). Cells were 
harvested at indicated time periods and whole cell lysates blotted. Protein levels were 
normalized to tubulin and quantified using ImageJ. 
Metabolite extraction and quantification of 2HG 
Quantitation of citric acid cycle (CAC) organic acid intermediates was carried out at the 
Goodman Cancer Research Center metabolomics core facility (McGill University, Montreal, 
QC, Canada). Following cellular extraction and keto-acid reduction, GC/MS data were 
collected and analysed as described in detail [36] except that 4 µl of the deuterated CAC 
standard mix was added due to the high level of 2-hydroxyglutaric acid in mutant IDH1/2-
expressing cells.  Resulting levels of CAC intermediates were normalized against cell number. 
Synthesis of 1-octyl-D-2-hydroxyglutarate 
Synthesis of 1-octyl-D-2-hydroxyglutarate was performed as previously described [10]. 
Briefly, commercial R(-)-tetrahydro-5-oxofuran-2-carboxylix acid (910 mg, 7 mmol) was 
dissolved in water (1ml), cooled to 0 °C, and treated with 1 N KOH (14.7 ml, 14.7 mmol). 
After stirring, the solution was dessicated under reduced pressure, co-evaporated with EtOH, 




and the solution evaporated under reduced pressure. Anhydrous THF (45 ml) was then used to 
dry and dissolve the residue and octanol (2.3 ml, 14.7mmol) was added to the resulting 
solution. After stirring overnight, water was added to quench the reaction and the mixture 
extracted with EtOAc. The extracts were combined, dried over MgSO4, concentrated, and 
purified by flash chromatography eluting with Hexanes-EtOAc 3:1 to 1:1 giving 1-octyl-D-2-
hydroxyglutarate (70 mg, 7 %) as an oil. 1H NMR (CD3OD) : 4.19 (m, 1H), 4.15 (m, 2H), 
2.51-2.36 (m, 2H), 2.12-2.04 (m, 1H), 1.94-1.85 (m, 1H), 1.70-1.63 (m, 2H), 1.40-1.31 (m, 
10H), 0.90 (t, 3H, J = 6.8Hz); MS (APCI neg) 259.05 [M-H]-. 
siRNA screen targeting αKG-dependent oxygenases 
HeLa cells were transfected using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) using reverse 
transfection protocol supplied by the manufacturer. Briefly, 20 nM siRNA duplexes and 10 µl 
RNAiMAX lipofectamine (Invitrogen) were diluted in 1 ml OPTI-MEM (Invitrogen) in 6mm 
plates and incubated for 15 minutes prior to adding 600,000 cells per plate. Three days 
following transfection, cells were lysed in 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0.5% Triton X-
100, pH 7.6 with protease inhibitor mix and phosphatase inhibitors (Roche), sonicated 3 times 
for 10 seconds, then centrifuged for 10 min at 10,000 RPM. Supernatants were then analyzed 
by Western blotting for total S6 or phospho-S6
S240/244
, and quantification of band intensity was 
performed using ImageJ. All siRNAs were purchased from ThermoScientific (Dharmacon). 
For a complete list of siRNAs, see Supplementary table I. 
Immunofluorescence 
Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 5 min at room temperature and 
permeabilized with 1% Triton X-100 in PBS for 5 min at room temperature. Fluorescent 
visualization of KDM4A was performed using pAb anti-KDM4A antibody (1:100, NB110-
40585; Novus Biologicals) coupled with an Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) 
secondary antibody. Polymerized actin was visualized using CF™568 phalloidin (catalog no. 
00044-300U; Biotium). DNA was stained with 4′,6′-diamidino-2-phenylindole (DAPI). 
Immunofluorescent images were captured using a 60x lens (1.42 NA, splan APO) mounted on 
an FV1000 confocal laser scanning microscope driven by FluoView software (Olympus). 
Image acquisition was performed at room temperature, the brightness/contrast tool in 
FluoView software (Olympus) was used to process images, and montages were made using 





Harvested cells were suspended in cold extraction buffer (10mM Hepes (pH 7,4), 5mM 
MgCl2, 320mM sucrose and 1% Triton X-100), agitated for 10 seconds, and incubated on ice 
for 10 minutes. Cells were centrifuged at 2,000g and the supernatant (cytoplasmic fraction) 
collected while the pellet (nuclear fraction) was washed 2 times with 10mM Hepes (pH 7,4) 
containing 5mM MgCl2 and 320mM sucrose.  
Quantitative real-time PCR 
Total RNA was isolated using Trizol (Invitrogen) according to the manufacturer's protocol. 
The High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit was used with random primers (Applied 
Biosystems) to reverse transcribe 2µg of total RNA in a final volume of 20µL. GAPDH 
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), TBP (TATA binding protein), HPRT1 
(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) and ACTB (Beta-actin) were used as 
endogenous controls and their gene expression levels determined using pre-validated Taqman 
Gene Expression Assays (Applied Biosystems). qPCR reactions were performed in 384 well 
plates using 1.5 µl of cDNA samples (5-25 ng), 5µl of the TaqMan Fast Universal PCR 
Master Mix (Applied Biosystems), 0.5 µl of the TaqMan Gene Expression Assay (20X) and 3 
µl of water in a final volume of 10 µl. The assays used to determine target gene expression 
levels were designed using the Universal Probe Library from Roche 
(www.universalprobelibrary.com). qPCR reactions for target genes were performed in 384 
well plate using 1.5 µl of cDNA samples (5-25 ng), 5 µl of the TaqMan Fast Universal PCR 
Master Mix (Applied Biosystems), 2 µM of each primer, and 1 µM of UPL probe in a final 
volume of 10 µl. Amplification levels were detected using the ABI PRISM® 7900HT 
Sequence Detection System (Applied Biosystems) programmed to run at 95˚C for 3 minutes 
before starting 40 cycles of 5 sec at 95˚C and 30sec at 60˚C. Reactions were run in triplicate 
and the quantification performed using average Cts values. The CT method was used to 
determine relative quantification of target genes. 
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Figure 2.1. Activation of mTOR signaling by 2HG-producing IDH1/2 gain-of-function 
mutations.  
a, IDH1/2 and PTEN mutations are mutually exclusive in low grade gliomas and 
glioblastomas. Data were obtained from The Cancer Genome Atlas (TCGA). Each vertical 
lane represents one patient; green lines depict the presence of a mutation. b, mTOR pathway 
activation in MEFs p53
-/-
 cells expressing wt vs mutant IDH. Flag-tagged IDH was retrovirally 
transduced into MEFs p53
-/-




Asterisk denotes a non-specific band recognized by the antibody. c, Intracellular accumulation 
of 2HG upon IDH1/2 mutant expression as in b. 2HG levels were normalized against 
glutamate levels. d, Increased cell size associated with mutated IDH1/2 expression. FSC 





 (green line) or IDH2
R172K
 (blue line) compared to empty vector- 
infected cells (black line). e, Inhibition of mTORC1 rescues the increased cell size in 
IDH2
R172K
 mutant cells. MEFs p53
-/-
 cells expressing IDH2
R172K
 or empty vector were treated 
with 25nM rapamycin for 16 hours before FACS analysis. f, Rapamycin or Torin1 treatment 
prevents mTORC1 activation in cells expressing IDH1/2 mutants. MEFs p53
-/-
 cells 
expressing IDH1/2 mutants were treated with 100nM rapamycin or 250nM Torin1 for 16 
hours and whole cell lysates blotted for markers of mTORC1 activation. g, 2HG stimulates the 
mTOR pathway. p53
-/-
 MEFs were treated with 2mM of octyl-2HG for 4 hours, and whole cell 
extracts analysed by Western blot. h, Octyl-2HG treatment increases cell size in p53
-/- 
MEFs. 







Figure 2.2. Targeted-siRNA screen reveals KDM4A as an α-KG-dependent enzyme 
modulating mTOR activity.  
a, siRNA screen of αKG-dependent enzymes for the involvement in mTOR signalling in HeLa 
cells. Experiments were performed in triplicate and results of all experiments plotted. Levels 
of phosphorylated S6 on serines 240/244 were normalized to total S6 protein. b, KDM4A 
knockdown increases mTORC1 signalling. Depletion of KDM4A by lentiviral infection in 
HeLa cells using 3 different shRNAs. Whole cell lysates were blotted for mTORC1 activation. 
c, KDM4A depletion increases cell size in an mTORC1-dependent manner. p53
-/- 
MEFs were 
treated with siKDM4A and, where indicated, with DMSO or 25nM rapamycin, for 16 hours 




implicated in mTOR signalling. HeLa cells were treated with siRNAs targeting the KDM4 
family members (KDM4A-D) for 72h, and lysates blotted for mTOR signalling markers. 
 
Figure 2.3. KDM4A interacts with the mTORC1/2 complex.  
a, Relative mRNA levels of negative (blue) and positive (green) regulators of the 
PTEN/Akt/mTOR pathway following KDM4A depletion. Quantifications of mRNAs by RT-
qPCR were normalized against -actin (ActB) mRNA. b, Co-immunoprecipitation of 
endogenous mTORC1/2 complex members with Flag-KDM4A in 293T transfected cells. c, 
Comparison of mTORC1/2-associated proteins with Flag-tagged mTOR or KDM4A. 293T 
cells were transfected with Flag-eYFP, Flag-KDM4A or Flag-mTOR, and protein lysates were 
subjected to anti-Flag immunoprecipitation. d, Co-immunoprecipitation of Flag-KDM4A and 






Figure 2.4. KDM4A stabilizes DEPTOR, and functional implication of IDH1/2 mutations 
in central neuron system-derived cells. 
a, KDM4A depletion reduces DEPTOR levels. 293E cells were transduced with lentivirus 
expressing sh_KDM4A.3 or sh_Control (Ctrl), and whole cell lysates blotted for markers of 




KDM4A was depleted in HeLa cells using siRNA. Cells were pre-treated with cycloheximide 
and chloramphenicol 1h prior to serum addition and whole cell lysates blotted. c, 
Quantification of DEPTOR protein levels normalized to tubulin as shown in b. d, IDH1
R132H
 
expression diminishes DEPTOR levels. Flag-IDH1
R132H
 was introduced in p53
-/-
 MEFs by 
retroviral transduction and whole cell lysates blotted for markers of mTOR activation and 
DEPTOR levels. e, Inhibition of endogenous mutated IDH1
R132C
 decreases mTOR activity. 
IDH1
R132C/WT
 heterozygous HT1080 cells were treated for 3 days with 7.5 µM AGI-5198, a 
specific inhibitor of mutated IDH1. f, AGI-5198-mediated inhibition of IDH1
R132C
 decreases 
2HG intracellular levels. HT1080 cells were treated with 3µM AGI-5198 twice every day for 
5 days, followed by determination of relative 2HG levels. g, Expression of mutant IDH1 in 




 genes were introduced 
in astrocytes through retroviral infection and cell lysates blotted for mTORC2 activation. h, 
IDH1
R132H
 overexpression increases 2HG production in astrocytes. Intracellular 2HG levels 
were normalized to glutamate. i, Treatment of NHA-hTERT with 2HG activates mTOR 
signalling. Cells were treated for 8 hours with 1 mM octyl-2HG. The experiment shown is a 
representative of triplicates. j, Simplified schematic model for mTOR activation following 







SUPPLEMENTARY FIGURES  
 
Supplementary Figure 2.1. 2HG stimulates mTOR kinase in HeLa cells.  
HeLa were stimulated with 2mM octyl-2HG for 4 hours, and whole cell extracts analysed by 
Western blot. 
 




HeLa transfected with Flag-KDM4A were treated with increasing amounts of octyl-2HG, and 
whole cell lysates immunoblotted against demethylation substrates of KDM4A, H3K9(me3) 
and H3K36(me3). 
 
Supplementary Figure 2.3. Protein levels of numerous regulators of mTOR signalling are 
not modulated by KDM4A.  
a, KDM4A was depleted by siRNA transfection in HeLa cells and whole cell lysates were 
blotted. b, HeLa cells infected with a sh_Control or sh_KDM4A.7 were serum-starved for 24 
hours, then pre-treated or not with 20 nM rapamycin, 1M of the PI(3)K inhibitor CAL-101 or 





Supplementary Figure 2.4. Co-Immunoprecipitation of KDM4A with mTORC1/2 
complexes.  
Co-expression of Flag-KDM4A with Myc-mTOR (a), Myc-Rictor (b) or Myc-Raptor (c) in 




DEPTOR and KDM4A. Expression of Flag-tagged mTOR or KDM4A in 293T cells followed 
by Flag immunoprecipitation using CHAPS or triton-based lysis buffer. 
 
 
Supplementary Figure 2.5. Interaction between DEPTOR and KDM4A does not require 
mTOR or mSin1.  
a, KDM4A-DEPTOR interaction is independent of mTOR. Depletion of mTOR by lentiviral 
infection of two different shRNAs in 293T cells transfected with Flag tagged KDM4A, 
followed by Flag immunoprecipitation. b, KDM4A-DEPTOR interaction is independent of 
mSin1. Depletion of mSin1 by lentiviral infection in 293T cells transfected and 










Supplementary Figure 2.6. KDM4A localized to both cytoplasm and nucleus.  
a, Cell fractionation of 293T, HeLa, and MEFs followed by immunoblots against KDM4A, 
mTOR and DEPTOR. b, Indirect immunofluorescence against KDM4A in 293T, HeLa and 









Supplementary Figure 2.7. Frequent genomic loss and decreased mRNA levels of 
KDM4A in various types of cancer.  
Analysis of mRNA expression levels and gene copy number of KDM4A in breast invasive 
carcinoma (a), head and neck squamous cell carcinoma (b), kidney chromophobe (c), kidney 
renal clear cell carcinoma (d), liver hepatocellular carcinoma (e), lung adenocarcinoma (f), 
lung squamous cell carcinoma (g), ovarian serous cystadenocarcinoma (h) and skin cutaneous 
melanoma (i). j, Loss (GISTIC annotation -2 and -1), normal (GISTIC annotation 0) and gain 
(GISTIC annotation +1 and +2) of copy number of KDM4A gene in 2812 cancer samples 

























Chapitre 3: Discussion 
1. Exclusion mutuelle et co-occurrence des mutations de IDH1/2 et 
de différents suppresseurs tumoraux 
Les mutations de PTEN et IDH1/2 sont mutuellement exclusives chez les gliomes de 
bas grade et les glioblastomes multiformes (GBM) (Figure 2.1a). D’ailleurs, la fréquence des 
mutations de PTEN est plus élevée chez les glioblastomes primaires comparativement aux 
glioblastomes secondaires tandis que l’inverse est plutôt observé pour les mutations de IDH1/2 
(Ohgaki, 2009, Williams, 2013). En effet, les mutations de IDH1/2 sont retrouvées dans 
seulement 5% des glioblastomes primaires alors qu’elles sont présentes chez 83% des 
glioblastomes secondaires (Schaap et al., 2013). Puisque les données du TCGA (The Cancer 
Genome Atlas) utilisées ne distinguent pas les GBM primaires des GBM secondaires, il est 
possible que les divergences des mutations privilégiées chez ces deux sous-types de GMB 
soient à l’origine de l’exclusion mutuelle observée. Néanmoins, cette exclusion mutuelle 
suggère une redondance au niveau des effets engendrés. En effet, bien que différentes 
mutations soient privilégiées en fonction des types de tumeurs, les cellules cancéreuses 
doivent ultimement acquérir des caractéristiques similaires. Ainsi, le fait que les GBM 
présentant une mutation de IDH1/2 n’acquièrent pas de mutations de PTEN laisse supposer 
que cette dernière ne conférerait aucun avantage aux cellules dans lesquelles IDH1/2 est déjà 
muté. 
Le fait que les mutations de IDH1/2 soient majoritairement retrouvées chez les GBM 
secondaires suggère que d’autres mutations doivent préalablement être acquises afin de 
protéger les cellules cancéreuses du stress métabolique engendré par les mutations de IDH1/2. 
Les mutations de IDH1/2 étant fréquemment associées aux mutations de p53, il pourrait être 
intéressant de vérifier si l’inactivation de ce suppresseur tumoral est requise afin que le stress 
métabolique causé par les mutations de IDH1/2 puisse être toléré par la cellule (Figure 2.1a) 
(Ohgaki and Kleihues, 2011). Il serait également intéressant d’utiliser les données du TCGA 
afin de vérifier si d’autres mutations semblent généralement associées ou exclusives aux 




au stress métabolique généré par les mutations de IDH1/2 pourrait alors être évaluée. Pour ce 
faire, ces différents candidats pourraient être déplétés préalablement à l’infection des formes 
mutées de IDH1/2 afin que l’apoptose et la sénescence puissent par la suite être évaluées. 
2. Régulation de mTOR par le 2-hydroxyglutarate 
Nous avons démontré que le 2HG stimule l’activité de mTOR (Figure 2.1g). En 
revanche, un article publié récemment indique plutôt que le 2HG entraîne l’inhibition de 
mTOR (Fu et al., 2015). Comme nous avons constaté que les mutations de IDH1/2 et PTEN 
étaient mutuellement exclusives, nous avons utilisé des cellules chez lesquelles PTEN n’était 
pas muté. Au contraire, les expériences ayant mené à l’identification du 2HG comme 
inhibiteur de mTOR ont été réalisées dans des U87, dans lesquelles PTEN est tronqué. En 
effet, l’exon 3 de PTEN est perdu dans les U87, ce qui mène à la délétion de 15 acides aminés 
au niveau de la protéine (Furnari et al., 1997). Il serait donc possible que les mutations de 
PTEN modulent l’effet du 2HG sur l’activité de mTOR. Dans une telle éventualité, il ne serait 
pas surprenant que les mutations de IDH1/2 et PTEN soient mutuellement exclusives puisque 
la présence de ces deux mutations mènerait à l’inhibition de mTOR. 
Un autre aspect permettant d’expliquer la divergence de nos résultats avec ceux publiés 
récemment réside dans les conditions de culture. En effet, les expériences ayant mené à 
l’identification du 2HG comme inhibiteur de mTOR ont été réalisées en majeure partie dans 
du milieu ne contenant pas de glucose (Fu et al., 2015). Au contraire, toutes nos expériences 
ont été réalisées dans du milieu contenant du glucose. Ainsi, la présence de glucose pourrait 
moduler l’effet du 2HG sur l’activité de mTOR. 
3. Survie cellulaire et mutations de IDH1/2 
Nous avons démontré que les formes mutées de IDH1/2 activaient mTORC2 (Figure 
2.1b). mTORC2 favorisant la survie cellulaire, il est possible que l’activation de ce complexe 
soit nécessaire à la survie des cellules possédant une mutation de IDH1/2. L’activation de 
mTORC2 par les formes mutées de IDH1/2 pourrait donc constituer un mécanisme permettant 
aux cellules de survivre malgré le stress métabolique imposé par la mutation de IDH1/2. Afin 




d’apoptose en présence d’un inhibiteur de mTORC2 tel Torin1. Alternativement, il serait 
également possible de dépléter Rictor, empêchant ainsi la formation de complexes mTORC2. 
Dans les deux cas, l’apoptose pourrait être évaluée grâce aux niveaux de caspase 3 et Parp 
clivés ainsi que via la quantification d’annexine V par cytométrie de flux. 
4. Régulation de la voie mTOR par les oxygénases α-kétoglutarate 
dépendantes 
Nous avons démontré que KDM4A constituait un régulateur négatif de mTORC1 
(Figure 2.2). Le crible réalisé afin d’identifier les oxygénases α-kétoglutarate dépendantes 
modulant l’activité de mTORC1 laisse suggérer que d’autres oxygénases pourraient également 
être impliquées dans la régulation de ce complexe (Figure 2.2a). Comme le 2HG généré par 
les formes mutées de IDH1/2 permet l’inhibition de l’ensemble de ces oxygénases, il est 
possible que l'inhibition de plusieurs oxygénases α-kétoglutarate-dépendantes, en plus de 
KDM4A, contribuent à la modulation de mTORC1 observée. La validation d’autres candidats 
par déplétion, seuls ou en différentes combinaisons, permettra de déterminer s’ils agissent en 
synergie avec KDM4A afin de moduler mTORC1. En plus de démontrer une nouvelle 
fonction de KDM4A dans la régulation de mTORC1, nos résultats suggèrent une contribution 
potentiellement plus large de la famille de déméthylases JUMONJI sur l'activité de mTOR. 
Les différents membres de la famille KDM4 possédant des substrats communs tels que 
H3K9(me2/3) et H3K36(me2/3), la possibilité qu’il y ait également redondance fonctionnelle 
au niveau de la régulation de mTOR a été envisagée. Contrairement à la déplétion de 
KDM4A, la déplétion de KDM4B/C/D n’a aucun effet sur l’activité de mTORC1 (Figure 
2.2d). En revanche, il aurait pu être intéressant de vérifier la contribution des différents 
membres de la famille KDM4 à la régulation de mTORC2. En effet, il est possible que 
certaines JUMONJIs soient impliquées dans la régulation d’un seul des complexes mTOR. 
Les JUMONJIs étant des déméthylases de lysines, il pourrait également être intéressant 
de vérifier la contribution de différentes méthyltransférases à la régulation de l’activité de 
mTORC1 en utilisant une approche similaire. Advenant l’éventualité où la régulation de 




déplétion de méthyltransférases pourrait engendrer des effets opposés à la déplétion de 
déméthylases, soit l’inhibition de mTOR. Au contraire, la déplétion de méthyltransférases 
pourrait entraîner l’activation de mTOR si la régulation de cette kinase repose sur un équilibre 
entre la méthylation et la déméthylation. Afin de vérifier ces hypothèses, une librairie de 
siRNA dirigés contre différentes méthyltransférases pourrait être utilisée. Il serait par la suite 







) et mTORC2 (p-AKT
S473
).  
Le crible permettant l’identification d’oxygénases α-kétoglutarate dépendantes 
impliquées dans la régulation de mTORC1 fut réalisé en utilisant un anticorps dirigé contre S6 
phosphorylé au niveau des sérines 240/244 comme marqueur fonctionnel de l’activité de 
mTORC1. Or, il est possible que les oxygénases α-kétoglutarate dépendantes modulant 
l’activité de mTORC2 soient différentes de celles régulant mTORC1. C’est pourquoi nous 
proposons d’effectuer un crible à l’aide de la même librairie de siRNA, mais en utilisant plutôt 
un anticorps dirigé contre AKT phosphorylé au niveau de la sérine 473 comme marqueur 
fonctionnel de l’activité de mTORC2. Il serait également intéressant de vérifier si la déplétion 
des différentes oxygénases α-kétoglutarate dépendantes entraîne une réponse physiologique 
via la régulation de mTORC2. Pour ce faire, il serait possible d’évaluer les niveaux de caspase 
3 clivée ou encore de Parp clivé suite à la déplétion des différentes oxygénases α-kétoglutarate 
dépendantes puisque mTORC2 est impliqué dans la régulation de la survie cellulaire. 
5. Régulation transcriptionnelle de gènes impliqués dans la 
régulation de la voie mTOR par KDM4A 
KDM4A est une déméthylase de lysine impliquée dans la régulation transcriptionnelle 
de différents gènes. Par conséquent, la modulation des niveaux de transcription de gènes 
impliqués dans la régulation de mTORC1 aurait pu constituer un mode de régulation 
permettant à KDM4A de moduler l’activité de ce complexe. Afin de déterminer si tel était le 
cas, les niveaux d’ARNm et de protéines de différents gènes impliqués dans la régulation de 
mTORC1 en présence et en absence de KDM4A ont été comparés (Figure 2.3a et 
Supplementary Figure 2.3a). Bien que quelques variations minimes aient été observées suite à 




contraire, de telles variations auraient plutôt pour effet d’inhiber mTOR. Par exemple, les 
niveaux de phosphorylation de la sérine 792 de Raptor augmentent légèrement 
(Supplementary Figure 2.3a). Or, cette phosphorylation est réalisée par l’AMPK et a pour effet 
d’inhiber mTORC1. Le même type de raisonnement s’applique à la légère augmentation des 
niveaux d’ARNm de PTEN (Figure 2.3a). PTEN étant un régulateur négatif de la voie mTOR, 
l’augmentation de ses niveaux aurait pour effet d’inhiber mTORC1 alors qu'une activation de 
mTORC1 est observée lorsque KDM4A est déplété.  
Toutefois, seuls les niveaux d’ARNm et protéiques d’une partie des protéines 
impliquées dans la régulation de mTOR ont été évalués. Les protéines étudiées font 
principalement partie de la voie PI3K/AKT alors que quelques unes sont impliquées dans la 
régulation de mTOR par l’AMPK. Le fait que la phosphorylation d’AKT au niveau de la 
thréonine 308 ne varie pas en absence de KDM4A indique que la régulation de mTORC1 n’a 
pas lieu en amont d’AKT au niveau de la voie PI3K/AKT. Il pourrait être intéressant de 
vérifier si KDM4A permet la régulation transcriptionnelle de protéines impliquées dans 
d’autres voies de signalisation régulant mTOR comme la voie Ras/ERK de même que la 
régulation de mTORC1 par les acides aminés. En effet, il serait pertinent de vérifier si les 
niveaux d’ARNm et de protéine des différents constituants de ces voies de signalisation 
varient en absence de KDM4A. Ainsi, pour la voie Ras/ERK, il serait possible d’observer les 
niveaux de Ras, Raf, MEK, ERK et RSK. En ce qui concerne la régulation de mTORC1 par 
les acides aminés, les niveaux de RagA/B/C/D, LAMTOR1/2/3/4/5 et des différentes protéines 
constituant Gator1/2 pourraient être évalués. 
6. Interaction entre les complexes mTOR et KDM4A 
Nous avons identifié une interaction entre KDM4A et les complexes mTOR qui semble 
reposer principalement sur DEPTOR (Figure 2.3, Supplementary Figures 2.4d, 2.5a,b). 
Cependant, il est possible que KDM4A engage plusieurs modes de liaisons avec mTORC1/2 
impliquant l’interaction via d’autres membres des complexes mTOR. Il serait intéressant 
d’explorer cette possibilité en immunoprécipitant KDM4A dans des cellules ayant 
préalablement été déplétées de différents membres des complexes mTOR. De plus, afin de 




traductionnelles, des essais ‹‹ pull down ›› in vitro avec des protéines recombinantes 
pourraient être réalisés. 
6.1. Potentielle interaction entre les complexes mTOR et d’autres protéines 
associées aux processus de méthylation et déméthylation 
Récemment, une analyse par spectrométrie de masse a permis d’identifier une 
interaction potentielle entre Raptor et HP1γ (Kim et al., 2015). Il existe trois isoformes de 
HP1, soit HP1α HP1β et HP1γ. Ces trois isoformes lient les lysines 9 méthylées des histones 
H3 grâce à leur chromodomaine, se localisant ainsi au niveau de l’hétérochromatine 
(Bannister et al., 2001, Lachner et al., 2001, Nielsen et al., 2002, Nakayama et al., 2001, 
Nielsen et al., 2001). La méthylation de H3K9 est catalysée par la méthyltransférase 
SUV39H1 qui est en mesure d’interagir avec HP1, cette interaction étant essentielle au 
recrutement de HP1 à la chromatine (Rea et al., 2000, Stewart et al., 2005). KDM4A 
permettant la déméthylation de H3K9(me2/3), sa surexpression bloque le recrutement de HP1 
à l’hétérochromatine (Klose et al., 2006). Ainsi, sachant que KDM4A interagit avec les 
complexes mTOR, il pourrait être intéressant de valider l’interaction entre ces complexes et 
HP1 par immunoprécipitation. 
Le fait qu’une déméthylase soit impliquée dans la régulation de mTOR laisse supposer 
que des méthyltransférases pourraient également jouer un rôle au niveau de la régulation de 
mTOR. En effet, dans l’éventualité où l’interaction entre KDM4A et DEPTOR reposerait sur 
une lysine méthylée, la méthylation de cette dernière pourrait également constituer un 
mécanisme de régulation de mTOR. Ainsi, si la déplétion d’une méthyltransférase affecte 
l’activité de mTOR, il serait intéressant de réaliser une immunoprécipitation afin de vérifier 




7. Localisation de KDM4A et des différentes protéines constituant 
les complexes mTOR 
7.1. Localisation cytoplasmique de KDM4A 
Étant une déméthylase de lysines d’histones, KDM4A est principalement connue 
comme étant une protéine nucléaire alors qu’au contraire DEPTOR est plutôt connu pour sa 
localisation cytoplasmique puisqu’il est retrouvé au sein des complexes mTOR. Or, KDM4A 
est également retrouvée dans le cytoplasme où il régule notamment la synthèse protéique en 
s’associant avec différentes protéines impliquées dans l’initiation de la traduction (Van 
Rechem et al., 2015a, Kim et al., 2014). Les mécanismes de régulation de la localisation de 
KDM4A ne sont pas encore bien définis. Cependant, il a été rapporté que la déplétion du 
domaine JMJN ou des domaines tudor et PHD de cette déméthylase résultait en la localisation 
nucléaire et cytoplasmique de KDM4A, suggérant ainsi que ces domaines seraient 
responsables de l’accumulation nucléaire de KDM4A (Klose et al., 2006).  
Afin de s’assurer que les interactions observées par immunoprécipitation pouvaient 
réellement avoir lieu dans un contexte physiologique et n’étaient pas seulement des artéfacts 
résultant de la lyse cellulaire, la localisation de KDM4A et DEPTOR a été étudiée 
(Supplementary Figure 2.6a,b). Ainsi, on observe que DEPTOR est bel et bien retrouvé dans 
le cytoplasme. De plus, bien que KDM4A soit localisé en majeure partie dans le noyau, une 
fraction importante de cette déméthylase est retrouvée dans le cytoplasme, suggérant donc que 
KDM4A pourrait interagir avec DEPTOR au niveau des complexes mTOR dans le 
cytoplasme. Afin d’appuyer cette hypothèse, il serait possible de vérifier si KDM4A et les 
complexes mTOR co-localisent dans le cytoplasme par immunofluorescence. Alternativement, 
une immunoprécipitation sur la fraction cytoplasmique pourrait être réalisée. Il pourrait 
également être intéressant de vérifier si la localisation de KDM4A peut être modulée en 
fonction de différentes conditions. Par exemple, la localisation de KDM4A en présence et en 





La localisation cytoplasmique de KDM4A permet de soulever un point extrêmement 
important, soit les fonctions cytoplasmiques de cette déméthylase. En effet, comme la majorité 
des déméthylases de lysines, KDM4A est principalement étudiée pour son rôle auprès des 
histones. Or, nous avons démontré que cette déméthylase est impliquée dans la régulation de 
la voie mTOR, l’une des voies oncogéniques les plus fréquemment suractivées chez les 
cellules cancéreuses. Étant localisée dans le cytoplasme, il est fort probable que KDM4A soit 
également impliquée dans d’autres processus cytoplasmiques comme c’est le cas pour la 
synthèse protéique (Van Rechem et al., 2015a, Kim et al., 2014). On peut également 
s’interroger sur les potentielles fonctions cytoplasmiques d’autres déméthylases de lysines ou 
même de méthyltransférases. En effet, l’identification de nouveaux interactants et/ou substrats 
cytoplasmiques de déméthylases de lysines pourrait mener à la mise en évidence de nouveaux 
processus cellulaires régulés par les déméthylases de lysines. 
7.2. Localisation nucléaire des complexes mTOR 
En ce qui concerne les différents membres des complexes mTOR, ils ne localisent pas 
exclusivement au cytoplasme. En effet, une faible fraction de mTOR, mLST8, Rictor et mSin1 
sont retrouvés dans le noyau alors que Raptor est aussi abondant dans le noyau que dans le 
cytoplasme (Rosner and Hengstschlager, 2008, Bachmann et al., 2006, Kim and Chen, 2000, 
Zhang et al., 2002, Yadav et al., 2013, Rosner and Hengstschlager, 2012, Rosner and 
Hengstschlager, 2011). Les différents membres de mTORC2 sont en mesure d’interagir dans 
le noyau, entraînant ainsi la formation de complexes mTORC2 nucléaires (Rosner and 
Hengstschlager, 2008). Au contraire, malgré les grandes quantités de Raptor localisant au 
noyau, l’interaction nucléaire entre mTOR et Raptor est très peu abondante, suggérant ainsi 
que mTORC1 serait principalement cytoplasmique (Rosner and Hengstschlager, 2008).  
7.2.1. Localisation nucléaire de DEPTOR 
La localisation de DEPTOR ne serait pas uniquement cytoplasmique. En effet, 
dépendamment des anticorps utilisés, les résultats obtenus par fractionnement diffèrent. Ainsi, 
les anticorps dirigés contre DEPTOR de Cell Signaling (D9F5, NBP1-49674) et de Novus 
(NBP1-49674) permettent la détection cytoplasmique de DEPTOR tel que montré dans la 




détecte plutôt la fraction nucléaire de DEPTOR. Afin de s’assurer que les différents anticorps 
utilisés reconnaissaient bel et bien DEPTOR, ils ont été utilisés afin de réaliser des 
immunobuvardages de type Western sur des lysats cellulaires de 293T surexprimant DEPTOR 
(Figure 3.1). Alors que DEPTOR possède un poids moléculaire de 48kDa, la surexpression de 
Flag-DEPTOR entraîne la détection d’une bande additionnelle légèrement sous les 37kDa. 
Cette bande pourrait correspondre à un variant d’épissage répertorié chez lequel les acides 
aminés 42-142 sont manquants et dont le poids prédit serait de 34kDa (Simpson et al., 2000). 
Cependant, ce variant d’épissage n’a jamais été validé. Il serait donc intéressant de vérifier si 
la bande observée sous 37kDa correspond effectivement à un variant d’épissage de DEPTOR 
par spectrométrie de masse. 
 
Figure 3.1. Reconnaissance de DEPTOR par différents anticorps 
Des 293T ont été transfectées afin de surexprimer Flag-DEPTOR ou Flag-eYFP. Des 
immunobuvardages de type Western ont par la suite été réalisés à l’aide de différents 
anticorps reconnaissant DEPTOR. 
La localisation nucléaire de DEPTOR suggère que l’interaction entre ce dernier et 
KDM4A pourrait également avoir lieu dans le noyau. Afin de vérifier cette hypothèse, il 
suffirait de réaliser un immunoprécipitation sur un extrait nucléaire ou encore de vérifier si 




présence de sérum, il serait également intéressant de vérifier si sa localisation varie en 
fonction de la quantité de sérum présente. À cette fin, des expériences d’immunofluorescences 
ou encore de fractionnement pourraient être réalisés.  
7.2.1.1. Interaction entre DEPTOR et H3 
Par immunoprécipitation, une interaction entre DEPTOR et l’histone H3 a pu être 
identifiée (Figure 3.2). Cette interaction semble reposer à la fois sur les domaines DEP et le 
domaine PDZ, puisque ces différents domaines sont en mesure de co-immunoprécipiter H3. 
Afin de s’assurer que l’interaction observée est réelle, il serait possible de réaliser une 
immunoprécipitation endogène de DEPTOR sur un extrait nucléaire. Cette 
immunoprécipitation pourrait être réalisée avec et sans sonication pour vérifier si les histones 
co-immunoprécipitées sont associées à la chromatine ou libres. Des essais ‹‹ pull down ›› in 
vitro pourraient également être effectués afin de déterminer s’il s’agit d’une interaction directe 
et indépendante de modifications post-traductionnelles. Il serait d’ailleurs intéressant de 
vérifier si différentes marques d’histones H3 sont enrichies lorsque DEPTOR est 
immunoprécipité. Pour vérifier si tel est le cas, des immunobuvardages de type Western contre 
différentes modifications post-traductionnelles des histones pourraient être réalisés. KDM4A 
liant et déméthylant différentes marques de méthylation retrouvées au niveau de H3, il serait 
possible que l’interaction entre DEPTOR et H3 repose sur KDM4A. La déplétion de KDM4A 





Figure 3.2. Interaction entre DEPTOR et H3 
Transfection de 293T avec Flag-DEPTOR, Flag-DEPTOR DEP domains (38-223), 
Flag-DEPTOR PDZ domain (324-409) ou encore Flag-eYFP suivie d’une 
immunoprécipitation Flag et d’immunobuvardages de type Western. 
La co-immunoprécipitation de H3 avec DEPTOR suggère que ce dernier pourrait 
posséder des fonctions inconnues à ce jour au niveau de la chromatine. mTOR est recruté à la 
chromatine où il interagit avec divers facteurs de transcription dont YY1 et MAF1, modulant 
ainsi la transcription de certains gènes (Cunningham et al., 2007, Kantidakis et al., 2010). 
mTOR lie également les régions d’initiation de la transcription de nombreux gènes impliqués 
dans le métabolisme, l’ubiquitination, l’assemblage du complexe d’ARN polymérase III et le 
métabolisme du tryptophane (Chaveroux et al., 2013). Les régions d’initiation de la 
transcription de gènes impliqués dans les voies de régulation de mTORC1 PI3K/AKT et Wnt 




vérifier si DEPTOR localise aux mêmes endroits que mTOR au niveau de la chromatine par 
ChIP.  
8. Mode d’interaction entre KDM4A et DEPTOR 
KDM4A étant capable de lier des lysines méthylées sur les histones H3 et H4 grâce à 
son domaine tudor, il est également possible que son interaction avec DEPTOR repose sur une 
lysine méthylée retrouvée chez ce dernier. Il serait également possible que KDM4A déméthyle 
une lysine retrouvée chez DEPTOR. Bien qu’aucun évènement de méthylation n’ait été 
rapporté au niveau de DEPTOR à ce jour, ce dernier comporte néanmoins un total de 26 
lysines (Figure 3.3). 
 
Figure 3.3. Lysines de DEPTOR 
DEPTOR comporte 26 lysines dont 14 sont localisés au niveau des domaines DEP et 3 au 
niveau du domaine PDZ.  
L’interaction entre KDM4A et différentes lysines méthylées retrouvées au niveau des 
histones est déjà bien établie. En effet, KDM4A est en mesure de déméthyler H3K9(me2/3) et 
H3K36(me2/3), mais également de lier H3K4(me2/3) et H4K20(me2/3) grâce à son domaine 
tudor (Kim et al., 2006, Huang et al., 2006). Afin de déterminer si certaines lysines retrouvées 
au niveau de DEPTOR pourraient présenter des similitudes avec ces lysines d’histones, nous 
avons aligné ces séquences (Figure 3.4). Cependant, il ne semble pas y avoir de consensus 
entre les séquences reconnues par KDM4A. C’est ce qu’on peut constater en alignant les 
séquences de H3K9 et H3K36, qui sont tous deux déméthylés par KDM4A, ou encore en 
alignant les séquences de H3K4 et H4K20 qui lient quand à eux le domaine tudor de KDM4A 
(Figure 3.5). Il serait donc possible de vérifier la méthylation de DEPTOR en utilisant un 
anticorps pan-méthyl lysine suite à l’immunoprécipitation de DEPTOR. La spectrométrie de 




Le même type d’approche pourrait être utilisé afin de déterminer si les autres membres des 
complexes mTOR sont méthylés. 
La méthylation constituant un processus dynamique, il serait également intéressant de 
vérifier si la méthylation de DEPTOR varie selon les conditions utilisées. En présence de 
sérum, DEPTOR est dégradé afin que mTOR puisse être activé (Peterson et al., 2009). Les 
sites méthylés sur DEPTOR en présence et en absence de sérum pourraient donc être 
comparés par spectrométrie de masse.  
Afin de vérifier la contribution des JUMONJIs à la déméthylation de DEPTOR, il 
serait possible de vérifier si les sites méthylés identifiés varient en présence d’inhibiteurs de 
JUMONJIs. KDM4A constituant un candidat potentiel pour la déméthylation de DEPTOR, il 
serait également intéressant de vérifier si la surexpression ou la déplétion de cette déméthylase 
entraîne des variations de la méthylation de DEPTOR par spectrométrie de masse. Afin de 
valider si KDM4A déméthyle directement DEPTOR, des essais de déméthylation in vitro 
pourraient par la suite être réalisés sur des peptides de DEPTOR contenant des lysines 









Figure 3.4. Alignement de séquences entre les lysines de DEPTOR et les substrats connus de 
KDM4A 
Les acides aminés en rouge sont identiques alors que ceux en vert possèdent des 
caractéristiques de charge et/ou d’hydrophobicité similaires. H3K9 et H3K36 sont des lysines 
déméthylées par KDM4A alors que H4K20 et H3K4 sont des lysines liées par KDM4A grâce à 






Figure 3.5. Alignement des lysines déméthylées et liées par KDM4A 
Les acides aminés en rouge sont identiques alors que ceux en vert possèdent des 
caractéristiques de charge et/ou d’hydrophobicité similaires. Il ne semble pas y avoir de 
séquence consensus pour les lysines déméthylées par KDM4A ni pour les lysines liées par le 
domaine tudor de cette déméthylase.  
9. Stabilisation de DEPTOR par KDM4A 
L’expression des formes mutées de IDH1/2 et la déplétion de KDM4A activent mTOR 
grâce à la déstabilisation de DEPTOR (Figure 2.4b-d). Suite à l’activation de mTOR, 
DEPTOR est phosphorylé par mTOR, puis par CK1 (Gao et al., 2011, Duan et al., 2011). Ces 
phosphorylations permettent par la suite à β-TrCP d’ubiquitiner DEPTOR, entraînant par le 
fait même sa dégradation protéolytique (Gao et al., 2011, Duan et al., 2011, Zhao et al., 2011). 
KDM4A pourrait donc être en mesure de réguler l’une de ces étapes, régulant ainsi la stabilité 
de DEPTOR. Le fait que KDM4A soit en mesure de co-immunoprécipiter β-TrCP suggère que 
cette déméthylase pourrait être en mesure de réguler l’activité E3 ligase de β-TrCP (Figure 
3.6). Il pourrait donc être intéressant de vérifier les niveaux d’ubiquitination de DEPTOR 
lorsque KDM4A est surexprimé à l’aide d’une immunoprécipitation contre l’ubiquitine. Cette 
approche permettrait également de vérifier la contribution de l’activité catalytique et du 
domaine tudor de KDM4A puisque différents mutants de KDM4A pourraient être utilisés. En 
effet, la contribution de l’activité catalytique de KDM4A pourrait être évaluée grâce à un 
mutant catalytiquement inactif KDM4A
H188A
 (Klose et al., 2006). Pour vérifier la contribution 
du domaine tudor, les mutants D945R et D939R, qui affectent respectivement l’interaction 
avec H3K4(me3) et H4K20(me3), pourraient être utilisés (Lee et al., 2008). En revanche, il est 
possible que les résidus impliqués dans la reconnaissance de DEPTOR par KDM4A soient 




conséquent aucun effet. Une délétion complète du domaine tudor pourrait alors être réalisée 
afin de vérifier les effets engendrés sur la stabilité de DEPTOR. Cependant, une telle délétion 
pourrait affecter la structure et/ou la stabilité de KDM4A, ce qui pourrait influencer les 





 affectent les niveaux d’ubiquitination de DEPTOR. 
 La contribution du domaine tudor de KDM4A nécessiterait pour sa part la délétion 
complète du domaine tudor puisque les acides aminés permettant l’interaction entre le 
domaine tudor de KDM4A et les histones varient. En effet, alors que la mutation de l’acide 
aspartique 945 en arginine résulte en la perte d’interaction entre KDM4A et H3K4(me3), la 
mutation de l’acide aspartique 939 en arginine entraîne pour sa part la perte d’interaction entre 
KDM4A et H4K20(me3). Il pourrait néanmoins être intéressant de vérifier si l’un de ces deux 
mutants affecte les niveaux d’ubiquitination de DEPTOR puisqu’ils ont l’avantage d’altérer 
beaucoup moins la structure de KDM4A que la délétion d’un domaine complet, évitant ainsi 
que les résultats observés ne soient uniquement dus à un changement de structure.  
 
Figure 3.6. Interaction entre KDM4A et β-TrCP 
Transfection de 293T avec Flag-eYFP ou Flag-KDM4A suivie d’une immunoprécipitation 
Flag et d’immunobuvardages de type Western. 
KDM4A pourrait également moduler l’interaction entre DEPTOR et β-TrCP. KDM4A 
stabilisant DEPTOR, il serait possible de vérifier par immunoprécipitation si KDM4A est en 
mesure de perturber l’interaction entre DEPTOR et β-TrCP. Encore une fois, il serait 
également possible d’utiliser KDM4A
H188A




catalytique de KDM4A et différents mutants du domaine tudor afin de vérifier la contribution 
de ce dernier. 
La phosphorylation de DEPTOR étant préalable à sa dégradation, KDM4A pourrait 
également être impliqué dans la régulation de ce processus. Il serait donc possible de vérifier 
par immunobuvardage de type Western si la déplétion ou la surexpression de KDM4A permet 
de moduler la phosphorylation de DEPTOR. L’utilisation de KDM4A
H188A
 ou de mutants du 






Chapitre 4 : Conclusion 
La récurrence des mutations de IDH1/2 chez différents types de cancers dont les 
gliomes n’ayant été mise en évidence que récemment, les mécanismes oncogéniques régulés 
par ces mutations sont encore mal définis. Ainsi, la caractérisation de ces divers mécanismes 
revêt une importance particulière pour la mise au point de thérapies plus adaptées et mieux 
ciblées. C’est pourquoi ce projet de recherche visait à mieux caractériser les effets découlant 
de mutations de IDH1/2. 
Nos travaux ont permis l’identification d’un nouveau mécanisme oncogénique régulé 
par les formes mutées de IDH1/2. En effet, ces mutations sont en mesure d’activer mTOR 
grâce à la production de 2HG, un oncométabolite permettant l’inhibition de KDM4A. Cette 
déméthylase étant impliquée dans la stabilisation de DEPTOR, ce dernier est déstabilisé chez 
les cellules possédant une mutation de IDH1/2, entraînant par conséquent l’activation de 
mTOR. Ces travaux n’ont donc pas servi uniquement à l’identification d’un nouveau 
mécanisme oncogénique régulé par les formes mutées de IDH1/2, mais également à la mise en 
évidence d’un nouveau mode de régulation de mTOR faisant intervenir les défauts du 
métabolisme observé chez les cellules cancéreuses de même que des oxygénases α-
kétoglutarate dépendantes. 
Les résultats générés dans le cadre de ce projet de recherche permettent une meilleure 
compréhension des mécanismes affectés par les mutations de IDH1/2, favorisant ainsi le 
développement de nouvelles avenues thérapeutiques pour les gliomes et l’utilisation de 
thérapies mieux adaptées. En effet, sachant que l’activation de mTOR a lieu en aval de PI3K 
chez les gliomes possédant une mutation de IDH1/2, la pertinence de l’utilisation d’inhibiteurs 
de PI3K pourrait être remise en question dans ces cas. L’identification d’un nouveau 
mécanisme de régulation de mTOR permet également d’élargir l’impact thérapeutique 
pouvant découler de ce projet de recherche puisque de nouvelles thérapies pour l’ensemble des 
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